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内 容 简 介 

结构 生物 学 是 生命 科学 领域 又 一 个 新 的 研究 热点 ， 飞 速 发 展 的 蛋白 质 结 
构 分 析 技 术 是 研究 蛋白 质 功能 的 基础 。 随 着 蛋白 质 组 时 代 的 来 临 ， 许 多 基因 
组 分 析 留 下 的 悬而未决 的 问题 ， 可 能 通过 直接 的 蛋白 质 的 分 离 和 鉴定 而 得 到 
解决 。 本 书 涉及 了 这 个 领域 最 新 、 最 灵敏 的 方法 。 这 些 方法 和 技术 广泛 应 用 
于 当今 从 事 制药 、 生 物 医 药 和 蛋白 质 测序 的 生化 和 生物 工程 实验 室 。 本 书 由 
20 位 有 经 验 的 科学 家 编撰 而 成 ， 内 容 包括 蛋白 质 和 多 肽 的 分 离 、 人 工 和 自 
动 微量 测序 、 氢 基 酸 组 成 分 析 、 二 硫 键 和 脂 类 的 确定 、 电 泳 和 印迹 技术 、 生 
物 大 分 子 的 质谱 光谱 测定 和 结晶 等 各 个 环节 的 原理 、 材 料 、 方 法 和 操作 步 
骤 。 每 个 实验 步骤 详尽 ， 而 且 都 经 过 了 实际 操作 的 验证 ， 参 考 价 值 和 可 重复 
性 非常 强 。 

本 书 也 可 供 有 志 于 从 事 自然 科学 研究 的 学 者 参考 。 
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《蛋白 质 结构 分 析 : . 制备、 鉴定 与 微量 测序 》 乃 是 一 部 蛋白 质 和 多 肽 结构 分 析 的 实 
践 方法 汇编 。 本 书 中 ， 大 约 有 20 个 作者 对 灵敏 的 蛋白 质 纯 化 与 分 析 技 术 作 了 说 明和 评 
述 。 这 些 方法 正在 用 于 全 世界 各 个 药物 和 生物 医学 实验 室 或 蛋白 质 测序 单位 的 生化 和 生 
物 医学 研究 中 。 书 中 各 章 都 是 由 在 这 些 领域 中 具有 丰富 经 验 的 科学 家 所 写 ， 实 验 部 分 则 
已 很 好 地 记录 、 整 理 ， 因 此 读者 们 应 该 能 够 很 容易 地 重复 这 些 实验 。 本 书 中 收录 的 这 些 
方法 曾经 在 大 学 课程 和 1995 年 9 月 10~15 A EMBO 在 柏林 举办 的 “蛋白 质 微量 测序 ” 
训练 班 上 作 过 演示 。 题 目 也 来 自 于 1995 年 4 月 在 希腊 Halkidiki 和 Thessaloniki 召开 的 
FEBS 研讨 会 ， 多 数 作者 在 这 些 课 程 中 都 曾经 是 讲课 人 和 指导 者 ， 使 得 这 些 课 非常 有 生 
气 和 成 功 。 各 种 多 肽 因 它 们 的 结构 和 功能 的 不 同 而 有 很 大 的 差异 ， 因 而 结构 分 析 的 策略 
必须 是 对 于 每 一 个 具体 蛋白 质 能 大 部 分 适用 。 书 中 对 于 实验 方法 成 功 和 局 限 之 处 的 讨论 
也 是 很 关注 的 ， 从 而 使 读者 能 够 对 于 可 能 将 会 遇 到 的 问题 有 所 熟悉 。 

新 加 入 到 和 蛋白质 化 学 领域 来 的 青年 科学 家 们 可 能 会 问 : 为 什么 需要 再 学 习 所 有 那些 
关于 纯化 和 鉴定 各 个 具体 蛋白 质 和 肽 的 既 具 有 技巧 性 而 又 繁琐 的 操作 过 程 呢 ? SARE 
因 的 克隆 与 测序 是 推导 出 氨基 酸 链 的 最 常用 的 一 个 现代 化 方法 ， 因 而 可 能 并 不 需要 直接 
去 研究 蛋白 质 。 我 们 经 常会 听 到 这 样 一 种 说 法 : 即 采用 分 子 生 物 学 技术 ， 我 们 可 以 做 到 
所 有 这 一 切 。 可 是 ， 最 近 关 于 酵母 和 人 类 基因 组 项 目的 研究 结果 以 及 随后 许多 具有 未 知 
生物 学 功能 的 内 含 子 和 外 显 子 序列 的 发 现 ， 使 得 人 们 不 得 不 去 探索 和 研究 蛋白 质 本 身 。 
再 者 ，10 ~ 15 年 前 从 蛋白 质 研究 到 基因 分 析 的 这 个 转移 ， 留 下 了 许多 悬而未决 的 问题 ， 
它们 可 能 通过 直接 的 蛋白 质 分 离 和 鉴定 而 得 到 解决 。 我 们 强烈 地 劝告 有 志 于 自然 科学 研 
究 的 青年 科学 家 们 尽 可 能 多 学 习 一 些 蛋 白质 和 多 肽 的 结构 分 析 技 术 ， 从 而 使 得 在 他 们 研 
究 中 所 碰 到 的 问题 能 够 通过 研究 所 涉及 的 蛋白 质 而 得 到 解决 。 

我 们 打算 提供 一 个 常用 的 蛋白 质 分 析 技 术 ， 但 不 可 能 包罗 当前 所 用 的 全 部 。 蛋 白质 
和 多 肽 结构 的 差异 性 是 非常 之 大 ， 从 仅 有 几 个 氨基 酸 组 成 的 很 小 的 多 肽 链 到 超过 一 千 个 
氨基 酸 残 基 以 上 组 成 的 大 和 蛋白， 从 非常 亲 水 性 的 球状 结构 到 可 以 伸展 的 具有 高 度 疏 水 性 
的 膜 蛋 白 。 一 个 单 细 胞 含有 几 千 个 不 同 的 蛋白 质 和 多 肽 。 实 际 上 ， 人 体 中 多 肽 的 生物 量 
大 约 占 17% ， 这 些 生 物 高 分 子 参与 了 活 细胞 的 所 有 基本 过 程 ， 如 在 体液 中 的 运输 和 分 
子 的 跨 膜 转 运 、 信 和 号 转 导 、 基 因 信 息 的 转录 和 在 核糖 体 上 翻译 成 氨基 酸 序 列 、 免 疫 应 答 
Wats, SAR 〈 酶 ) Wik BRR) 在 生物 合成 路 线 中 的 控制 与 调节 等 。 至 于 蛋白 质 和 
多 肽 的 结构 与 功能 关系 在 从 分 子 水 平 上 了 解 生 物 学 机 制 中 的 极其 重要 性 那 就 更 不 用 说 
aa 
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每 种 蛋白 质 来 说 是 特异 的 、 并 且 是 单一 的 。 这 种 特异 性 全 部 蕴藏 在 其 氨基 酸 序列 之 中 。 
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但 一 个 线性 的 结构 如 何 折 亚 成 为 高 级 结构 在 生物 化 学 中 尚 是 一 个 恋 。 第 一 ， 必 须 确定 一 
级 结构 (ARR); 第 二 ， 必 须 找 出 与 线性 结构 相关 的 二 级 结构 单元 〈a= 螺 旋 、B=- 
片 层 、 伸 展 结 构 、 转 折 或 卷曲 ); 第 三 ， 必 须 研 究 蛋白 质 如 何 折 琶 成 为 更 高 级 的 结构 
(三 级 结构 ); 最 后 ， 测 定 与 其 他 的 多 肽 链 或 其 他 分 子 间 的 相互 作用 《四 级 结构 )。 和 蛋白 
质 晶 体 的 X -射线 结 构 分 析 和 蛋白质 在 溶液 中 的 NMR 研究 ， 是 测定 蛋白 质 三 级 结构 的 强 
有 力 的 工具 ， 但 要 正确 地 解释 这 些 结果 的 基础 肯定 还 得 靠 氨基 酸 序列 的 知识 。 任 何 一 类 
修饰 ， 如 磷 酰 化 、 甲 基 化 或 乙酰 化 ， 都 是 会 增加 蛋白 质 的 特征 或 者 改变 它 的 性 质 。 此 
外 ， 许 多 和 蛋白质 还 是 由 各 种 蛋白 质 与 RNA 或 DNA 所 组 成 的 复合 物 中 的 一 个 组 分 ， 它 们 
可 能 与 脂 或 糖 等 连接 ， 因 此 ， 知 道 氨 基 酸 序列 和 三 级 结构 ， 并 且 确 定 氨基 酸 的 修饰 和 
S-S 键 的 存在 虽然 是 很 重要 的 ， 但 还 需要 搞 清 是 否 还 有 配 体 、 辅 助 因子 和 《或 ) 其 他 分 
子 与 所 研究 的 蛋白 质 组 成 复合 物 。 最 后 ， 还 必须 说 明 形 成 稳定 的 具有 全 部 活性 的 复合 物 
的 结合 部 位 和 结合 力 ， 这 就 是 为 什么 测定 蛋白 质 的 结构 并 从 分 子 水 平 上 说 明 它 的 功能 作 
用 并 不 简单 的 原因 所 在 ， 必 须 采 用 许多 复杂 的 方法 来 研究 蛋白 质 在 生物 过 程 中 的 作用 。 

蛋白 质 研究 包括 了 物理 的 、 物 理化 学 的 、 化 学 的 和 生物 学 的 方法 。 虽 然 在 这 里 不 可 
能 对 所 有 的 方法 都 进行 介绍 ， 但 我 们 希望 我 们 已 经 收集 了 合适 的 对 于 初学 者 易于 掌握 的 
现代 灵敏 技术 ， 它 将 会 促进 蛋白 质 的 结构 与 功能 研究 。 所 列举 的 方法 都 相当 成 熟 ， 并 经 
有 经 验 的 研究 者 证 明 是 有 用 的 。 本 书包 括 了 对 结构 与 功能 研究 在 天 然 和 变性 条 件 下 的 纯 
化 方法 ， 介 绍 了 用 单 向 和 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 对 复杂 的 蛋白 质 混合 物 进行 制备 与 分 离 的 
微量 方法 ， 以 及 高 灵敏 的 氨基 酸 组 成 分 析 技 术 和 手动 与 自动 测序 技术 。 此 外 ， 还 介绍 了 
数据 库 搜 索 的 方法 ， 它 可 以 将 许多 和 蛋白质 的 两 个 序列 或 多 个 联 配 体 (multi-alignment) i 
行 联 配 。 从 而 可 以 通过 由 Edman 降解 法 得 到 的 N 末端 和 中 部 的 部 分 序列 来 确定 蛋白 质 。 
MALDI- 质 谱 仪 已 经 成 为 用 质谱 分 析 方 法 鉴定 蛋白 质 和 肽 段 的 一 种 高 度 灵敏 的 快速 分 析 
手段 ， 为 本 书 介绍 的 蛋白 质 鉴定 方法 增添 了 色彩 。 

读者 如 果 有 什么 问题 ， 本 书 的 作者 和 编者 们 将 很 乐意 根据 读者 请 求 给予 帮 助 和 协 
助 。 
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第 1 章 


测序 用 和 蛋白质 的 纯化 


D. A. Kyriakidis 


Lat | SS 


在 过 去 的 10 年 中 ， 蛋 白质 纯化 的 生物 化 学 方法 已 经 变 得 如 此 专门 化 和 复杂 化 ， 以 
至 对 于 一 些 初 学 者 ， 如 刚 从 大 学 毕业 的 学 生 或 者 其 他 领域 的 专家 们 来 说 ， 要 掌握 所 有 的 
微小 地 方 和 重要 细节 而 取得 成 功 的 纯化 是 困难 的 。 应 当 经 常 记 住 ， 为 了 纯化 某 一 特定 的 
蛋白 质 ， 可 以 有 多 种 不 同 的 方法 ， 如 果 一 种 方法 行 不 通 ， 可 以 尝试 另 一 种 方法 。 

.我 将 不 打算 讨论 在 这 一 领域 中 的 所 有 的 最 新 进展 ， 因 为 已 有 人 在 其 他 地 方 对 此 作 过 
很 好 的 论述 (Harris and Angal 1989, 1990; Scopes 1994) ， 但 对 蛋白 质 纯 化 的 一 些 基本 准 
则 将 会 提 到 ， 和 蛋白 质 纯化 的 某 些 最 近 的 进展 也 会 被 讨论 。 


1.2 时 昌 质 纯化 的 准则 


为 了 成 功 纯化 一 个 蛋白 质 ， 需 要 有 一 个 根据 背景 知识 和 下 述 准则 建立 起 来 的 合适 的 
策略 (Harris and Angal 1989): 


。 什 么 是 最 好 的 来 源 ? 


一 般 来 说 ， 值 得 在 找寻 蛋白 质 丰 富 来 源 方面 花 一 些 时 间 ， 对 于 来 源 的 是 否 方便 得 
到 和 来 源 的 量 都 必须 考虑 。 过 去 ， 在 实验 室 中 经 常 是 从 牛 肝 、 鼠 肝 或 者 其 他 动物 的 肝 
脏 中 得 到 大 量 的 蛋白 质 。 现 在 ， 大 多 数 生化 学 家 则 是 采用 培养 的 细胞 如 细菌 、 酵 母 或 
哺乳 动物 细胞 。 目 前 ， 利 用 基因 克隆 的 长 处 ， 所 需要 的 蛋白 质 可 以 通过 表达 来 大 量 得 
到 ， 从 而 使 得 纯化 方法 更 具有 意义 。 


。 关 于 蛋白 质 我 们 已 知 什么 ? 


如 果 一 个 蛋白 质 过 去 已 经 从 不 同 的 来 源 纯 化 得 到 ， 它 的 很 多 信息 可 以 应 用 到 新 来 
源 的 蛋白 质 。 例 如 : 分 子 的 大 小 、 定 位 、 等 电 点 、 朴 水 性 及 翻译 后 的 修饰 等 ， 应 该 保 
持 相同 。 如 果 蛋 白质 是 一 个 酶 或 受 体 ， 则 根据 该 蛋白 质 与 底 物 或 配 体 的 关系 可 以 制定 
出 一 个 成 功 的 纯化 策略 。 
。 蛋 白质 需 要 有 多 纯 ? 
蛋白 质 纯 化 的 程度 通常 是 取决 于 它 最 后 的 用 途 。 如 果 蛋 白质 是 供 研究 用 的 ， 则 它 
oe i 


应 该 是 非常 纯 的 ， 如 果 蛋 白质 是 用 于 工业 的 ， 部 分 纯化 就 足够 了 。 
。 纯 化 蛋白 的 量 要 多 少 ? 


对 于 活性 研究 用 的 ， 只 需要 比较 少量 的 活性 蛋白 质 ， 而 对 于 进行 结构 研究 用 的 蛋 
白质 来 说 ， 则 需要 比较 大 量 的 高 纯度 蛋白 质 。 


。 和 蛋白 质 应 该 如 何 进行 鉴定 ? 


在 蛋白 质 纯化 过 程 中 ， 为 了 进行 蛋白 质 的 追踪 ， 必 须 有 一 个 快速 、 重 复 性 好 而 且 
灵敏 的 鉴定 方法 。 此 鉴定 方法 还 应 该 是 经 济 的 ， 能 在 小 体积 下 进行 操作 ， 而 且 不 要 求 
采用 昂贵 的 仪器 。 


。 纯 化 时 间 应 该 多 长 ? 


纯化 步骤 应 该 很 快 ， 以 减少 活力 的 丧失 和 降解 等 。 一 般 来 说 ， 蛋 白质 的 量 在 纯化 
过 程 的 各 步 中 会 有 损失 ， 因 此 应 当 尽 量 减 少 纯化 步骤 ， 以 期 获得 最 大 的 产 率 。 


。 什 么 是 最 终 花 费 ? 
对 于 商用 蛋白 质 来 说 费用 和 时 间 非 常 重要 。 
。 如 何 纯化 蛋白 质 ? 


为 了 纯化 某 一 种 蛋白 质 ， 可 以 有 多 种 方法 。 老 的 方法 包括 用 盐 使 蛋白 质 沉 淀 。 改 
变 抽 提 液 的 pH、 吸附 、 阴 离子 交换 和 凝 胶 过 滤 等 技术 ; 新 方法 包括 有 HPLC 和 FPLC 
柱 、 亲 和 有 吸附、 免疫 亲 和 柱 以 及 已 有 综述 谈 到 的 许多 其 他 的 技术 〈Harris and Angal 
1989, 1990; Scopes 1994)。 这 些 新 的 技术 使 得 许多 很 难于 纯化 的 蛋白 质 都 能 被 纯化 。 
因此 在 任何 一 个 纯化 开始 之 前 ， 所 有 上 述 的 问题 都 应 该 给 以 充分 的 考虑 。 


1.3 重组 蛋 日 质 的 纯化 


转化 细胞 中 的 蛋白 质 纯化 近来 已 变 得 时 各 起 来 ， 几 乎 与 从 天 然 来 源 中 的 蛋白 质 纯化 
同样 普遍 (Harris and Angal 1990; Scopes 1994) 。 前 一 种 方法 包括 有 许多 步骤 ， 但 最 需要 
考虑 的 关键 点 有 : 
1) 特定 基因 的 分 离 
2) 所 需要 和 蛋白 的 高 表达 (高 拷贝 质粒 、 强 启动 子 和 诱导 表达 ) 
3) 从 重组 细胞 中 进行 纯化 的 方法 是 否 适 用 

在 细菌 宿主 细胞 中 表达 的 重组 蛋白 一 般 可 能 是 胞 外 蛋白 、 膜 结合 蛋白 、 脑 内 蛋白 或 
者 是 包涵 体形 式 (Harris and Angal 1990; Scopes 1994)。 重 组 蛋白 的 纯化 有 许多 优点 ， 因 
为 它 有 可 能 改变 蛋白 质 在 起 始 抽 提 液 中 的 水 平 。 而 且 分 离 除去 杂 和 蛋白 的 技术 也 与 传统 纯 
化 方法 中 所 用 的 基本 相同 。 

不 幸 的 是 ， 所 得 到 的 重组 蛋白 一 般 不 是 得 到 活性 的 形式 (Schein 1989)。 高 表达 的 
真 核 和 原核 的 不 溶 蛋白 ， 即 包涵 体 ， 像 Omol/L RAM Smol/L HRMS KKH BMRA 

Pas: 


所 溶解 ， 然 后 在 除去 变性 剂 的 过 程 中 或 过 程 之 后 实现 正确 的 折 琶 (Marston 1986; Marston 
et al. 1988)。 人 们 也 可 能 通过 直接 加 入 亲 和 树 脂 来 纯化 包涵 体 蛋 和 白 而 不 需要 变性 和 复 性 
的 步骤 (Hoess et al. 1988)。 包 涵 体 蛋白 纯化 时 所 碰 到 的 问题 有 : OBE GRR BAM) 
使 用 起 来 不 太 令 人 喜欢 ， 而 且 价 钱 较 贵 。 它 们 能 够 引起 蛋白 质 结 构 的 不 可 逆 修 饰 ， 从 而 
导致 给 除了 免疫 系统 以 外 的 所 有 其 他 分 析 数 据 带 来 一 些 假象 。@ 必须 在 很 稀 的 蛋白 质 
浓度 条 件 进行 复 性 ， 因 而 蛋白 质 需 要 再 浓缩 (Marston 1986; van Kimmenade et al. 1988), 
而 重 浓缩 这 一 步 会 由 于 蛋白 酶 的 降解 而 导致 复杂 化 并 发 生 蛋 白质 的 进一步 沉淀 。G@) 重 
折 释 复 性 会 导致 引起 蛋白 质 的 异 构 化 ， 并 造成 蛋白 质 在 保存 时 产生 沉淀 。 

最 近 发 展 了 一 种 制造 融合 蛋白 的 新 技术 ， 这 一 方法 的 优点 是 : 改进 了 有 蛋白质 的 
稳定 性 。G@ 这 些 性 质 的 改善 使 得 能 够 从 培养 抽 提 液 中 分 离 蛋 白质 。 四 加 快 了 分 离 。 由 
使 得 生物 工程 公司 生产 大 量 的 酶 或 高 纯度 的 药物 能 够 获得 应 用 。 

如 果 一 个 蛋白 质 的 表达 水 平 较 低 或 者 纯化 过 程 复杂 ， 则 应 该 制备 融合 蛋白 (Scopes 
1994; Schein 1989) 。 一 般 来 说 是 将 编码 蛋白 的 基因 DNA 与 融合 DNA 在 上 游 或 下 游 相连 ， 
为 了 简化 纯化 步骤 ， 用 作 融 合 蛋白 的 肽 链 部 分 可 以 采用 多 聚 精 氨 酸 或 多 聚 组 氨 酸 (EC 
a). 蛋白 A 或 谷 胱 甘 肽 转移 酶 (GST)。 因 此 纯化 步骤 可 以 通过 离子 交换 柱 〈 对 多 聚 精 
氨 酸 )、 免 疫 亲 和 柱 (AEC) 或 底 物 亲 和 层 析 柱 〈 谷 胱 甘 肽 ) 很 容易 地 实现 。 融 合 
的 部 分 则 可 以 通过 适当 的 蛋白 酶 降解 除去 (如 果 编 码 蛋白 的 羧 末 端 接 的 是 多 聚 精 氢 酸 ， 
还 可 以 通过 羧 肽 酶 B 降解 除去 ) 而 得 到 天 然 蛋 白 〈Scopes 1994; Sassenfeld 1990; Enfords 
1992)。 


1.4 膜 结合 蛋 昌 的 纯化 


从 膜 上 提取 蛋白 有 许多 困难 (Harris and Angal 1989, 1990; Scopes 1994)。 在 多 数 情 
况 下 ， 都 是 采用 去 垢 剂 将 疏水 蛋白 从 其 膜 结构 中 溶解 下 来 ， 然 后 将 蛋白 质 稳定 。 去 垢 剂 
的 选择 通常 是 依据 它 对 所 需要 和 蛋白质 的 提取 效率 来 确定 ， 但 在 某 些 情况 下 还 要 考虑 到 以 
后 的 纯化 步 又 (Scopes 1994)。 采 用 小 体积 的 少量 去 垢 剂 较 好 ， 采 用 高 的 严格 的 胶 束 浓 
度 的 去 垢 剂 如 乙 烷 基 葡 萄 糖苷 可 以 改善 纯化 步骤 ， 最 有 效 的 去 垢 剂 是 强 离 子 性 的 硫酸 
盐 ， 如 十 二 烷 基 硫酸 盐 (SDS) 和 阳离子 去 拍 剂 ， 如 十 六 烷 基 -三 甲 基 贸 省 化 物 。 在 去 垢 
剂 的 存在 下 ， 纯 化 主要 是 根据 蛋白 质 分 子 量 的 大 小 用 凝 胶 电泳 进行 分 离 。 

虽然 许多 膜 蛋 白 必 须 在 去 垢 剂 存在 下 进行 纯化 ， 但 最 终 可 能 仍 需要 除去 去 垢 剂 
(Buse et al. 1986)。 在 许多 场合 这 将 会 引起 蛋白 质 失 活 ， 但 若 蛋白 质 是 用 于 测序 的 ， 它 
将 不 是 一 个 问题 。 也 可 采用 能 够 吸附 去 垢 剂 的 疏水 珠 (Furth 1980)。 

膜 蛋 白 可 以 划分 为 两 大 类 ， 即 外 膜 蛋 白 ( 外 源 膜 蛋 白 ) 和 内 膜 蛋 白 ( 内 源 膜 蛋白 )。 

外 膜 蛋白 是 通过 与 其 他 蛋白 或 暴露 的 磷脂 区 之 间 的 相互 作用 而 结合 在 膜 上 。 这 时 通 
过 缓冲 液 离 子 条 件 的 改变 或 在 比较 富有 弹性 的 条 件 下 引入 一 定 程 度 的 变性 作用 ， 可 以 使 
这 类 膜 蛋 白 从 膜 上 解 离 下 来 。 这 里 应 该 强调 ， 外 膜 蛋 白 结合 得 比较 松 ， 一 旦 解 离 下 来 之 
后 ， 不 需要 去 垢 剂 或 其 他 溶解 剂 即 可 保持 在 缓冲 液 中 ， 因 此 ， 这 类 蛋白 质 当 其 一 旦 被 提 
取出 来 并 除去 所 用 的 去 拍 剂 之 后 ， 即 可 像 其 他 可 溶性 蛋白 质 的 纯化 一 样 进行 纯化 。 在 所 
有 的 膜 的 操作 中 ， 都 应 加 入 蛋白 酶 抑制 剂 ， 因 为 蛋白 酶 可 因 EDTA 或 琉 基 (-SH) 试 剂 等 


的 存在 而 被 活化 。 为 了 防止 不 可 逆 的 蛋白 变性 作用 ， 绥 剖 液 的 pH 值 应 保持 在 6~8 之 

间 ， 而 且 所 有 的 操作 都 必须 在 OT FETT. 
整合 的 膜 蛋 白 是 与 脂 双 层 膜 的 疏水 部 分 相 接触 。 根 据 它 们 在 结构 上 与 脂 双 层 接 触 的 

比例 可 分 为 四 类 。 对 于 可 溶性 整合 膜 蛋白 的 纯化 ， 需 要 将 多 肽 链 从 其 锚 靠 的 膜 上 分 离 出 

3#€ (Harris and Angal 1990; Scopes 1994). 

一 第 I 类 : 通过 一 个 或 两 个 跨 膜 的 蛋白 片段 整合 进 膜 。 

一 第 IT 类: 利用 与 脂肪 酸 或 脂 的 共 价 结合 。 

对 于 这 两 类 膜 整合 蛋白 ， 脂 双 层 仅仅 是 起 了 一 个 结构 支持 物 或 者 是 定位 化 和 组 织 化 

的 作用 ， 属 于 这 类 和 蛋白 的 例子 是 许多 酶 类 ， 如 肽 酶 、 酯 酶 和 磷脂 酶 等 。 这 两 类 和 蛋白 

与 膜 的 分 离 可 以 采用 有 蛋白酶 或 磷脂 酶 C 和 了 D 处 理 来 实现 。 用 磷脂 酶 C 处 理 时 ， 一 般 

将 二 乙酰 甘油 留 在 脂 双 层 上 ; 而 用 磷脂 酶 D 处 理 时 肌 醇 连接 蛋白 被 释放 出 来 ， 而 将 

磷脂 酶 后 面 的 部 分 留 了 下 来 (Harris and Angal 1990; Penefsky and Tzagoloff 1971) 。 当 用 

磷脂 酶 时 需要 特别 注意 ， 长 时 间 的 保温 会 造成 膜 蛋白 分 子 内 的 肽 链 被 降解 。 

— IK: 含有 一 个 跨 膜 片段 。 第 三 类 有 蛋白 的 全 部 生物 活性 不 仅 决 定 于 两 个 亲 水 结构 
域 ， 而 且 也 决定 于 跨 膜 片段 ， 这 类 和 蛋白 包括 各 种 受 体 ， 生 长 因子 和 LDL 蛋白。 在 水 
相 中 呈 球 状 蛋白 的 部 分 可 以 通过 蛋白酶 的 水 解 而 与 分 子 的 其 他 部 分 断 开 而 得 到 。 在 
此 条 件 下 ， 胞 外 结构 域 仍 可 能 保留 配 基 结 合 活性 。 

一 第 KW 类 : 这 类 和 蛋白 跨 膜 好 几 次， 整个 结构 中 有 很 大 一 部 分 是 在 疏水 相 中 ， 作 为 这 类 
蛋白 的 例子 有 转移 蛋白 、 受 体 和 视 紫 红 质 类 和 蛋白。 虽然 蛋白 酶 能 够 从 这 类 和 蛋白 中 切 
出 能 够 溶 于 水 相 的 片段 ， 但 要 溶解 跨 膜 片 段 则 需要 有 机 溶剂 、 去 垢 剂 或 离 液 剂 。 膜 
部 分 或 亚 细 胞 器 可 以 用 多 种 方法 分 离 ， 最 成 功 的 是 用 密度 梯度 离心 。 

膜 组 成 部 分 或 亚 细 胞 器 ， 可 用 若干 不 同 的 方法 分 离 ， 其 中 最 成 功 的 是 离心 ， 通 常用 
密度 梯度 离心 。 其 他 的 方法 包括 有 机 溶剂 双 相 分 配 、 高 压 自由 电泳 、 免 疫 亲 和 层 析 或 凝 
胶 过 滤 层 析 (Scopes 1994)。 分 离 可 溶 形式 的 膜 蛋 白 可 以 通过 下 述 一 种 或 多 种 处 理 相 结 
合 的 方法 来 实现 (Penefsky and Tzagoloff 1971)。 超 声 、 金 属 鳌 合 试剂 (1 ~ 10 mmol/L 的 
EDTA, EGTA) 温和 的 碱 处 理 (pH8 ~ 11) 、 高 离子 强度 (1 mol/L NaCl) 、 磷 脂 酶 处 理 等 。 
膜 蛋 和 白 的 活性 不 应 该 形 失 并 应 以 可 溶 形式 在 溶液 中 保持 活性 。 因 此 ， 发 展 新 的 去 垢 剂 或 
层 析 树脂 对 于 成 功 地 纯化 这 类 朴 水 蛋白 是 很 需要 的 。 


( 陈 常 庆 译 ) 
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2.1 ARlay 


分 子 间 的 专 一 性 相互 作用 是 所 有 生物 学 过 程 的 基础 。 特 别 是 蛋白 质 同 特异 结合 组 分 
之 间 的 相互 作用 已 经 相当 明确 ， 即 酶 与 底 物 、 激 活 剂 和 抑制 剂 之 间 的 相互 作用 ， 抗 体 与 
抗原 之 间 的 相互 作用 以 及 某 些 蛋白 与 DNA/RNA 的 特定 区 域 之 间或 者 受 体 与 其 对 应 的 效 
应 分 子 如 激素 和 递 质 〈transmitters) 之 间 的 相互 作用 。 亲 和 层 析 技术 即 是 建立 在 此 生物 
特异 亲 和 人 性 的 基础 之 上 。 固 定 在 层 析 介质 骨架 上 的 结合 分 子 称 为 配 体 ， 要 纯化 的 蛋白 称 
为 反 配 体 或 目的 蛋白 。 目 的 蛋白 通过 它 表 面 上 的 生物 功能 位 点 ， 特 异 并 可 逆 地 结合 在 固 
定 的 配 体 上 。 因 此 ， 利 用 蛋白 质 的 特异 结构 ， 亲 和 层 析 可 以 使 大 多 数 蛋白 纯化 到 接近 单 
一 的 组 分 (综述 参阅 Scouten 1981; Wilcheck et al. 1984). 


2.1.1 亲 和 作 用 和 配 体 的 分 类 


固定 在 固 相 载体 上 的 配 体 应 该 具有 与 目的 蛋白 能 够 选择 性 地 结合 并 形成 稳定 复合 物 
的 能 力 。 选 择 性 地 结合 形成 复合 物 的 稳定 性 很 主要 地 是 取决 于 配 体 与 蛋白 质 结合 位 点 之 
间 结 合 的 紧密 程度 ， 但 考虑 到 结合 的 特异 性 ， 起 决定 性 作用 的 是 弱 相 互 作用 力 ， 即 范 德 
华 作 用 力 ， 其 键 强度 与 距离 的 7 次 方 成 反比 " 。 由 于 这 个 理由 ， 足 够 强 的 结合 要 求 配 体 
能 精确 地 舱 合 在 结合 位 点 内 ， 此 外 ， 从 动态 上 考虑 ， 精 确 的 强 的 结合 也 可 以 通过 构象 的 
改变 来 得 到 进一步 加 强 ， 这 种 构象 上 的 改变 有 时 也 称 为 诱导 契合 。 在 多 数 场合 ， 结 合 常 
数 (K.) 的 范围 在 10 ~ 10 M” 时 ， 最 适合 用 于 亲 和 层 析 过 程 。 当 亲和力 过 低 时 ， 与 目 
的 蛋白 的 相互 作用 不 强 ， 在 层 析 过 程 中 拉 不 牢 目的 蛋白 ， 结 果 是 选择 性 过 低 。 如 果 亲 和 
. 力 太 高 ， 蛋 白质 的 洗 脱 需要 用 激烈 的 和 苛刻 的 ， 有 时 甚至 是 变性 的 条 件 。 此 外 ， 目 的 和 蛋 
白 在 柱 上 有 很 强 的 结合 并 不 意味 着 是 特异 的 结合 ， 还 必须 考虑 到 在 目的 蛋白 同 层 析 介 质 
之 间 可 能 存在 着 很 强 的 非特 异性 的 吸附 结合 力 ， 它 们 可 能 与 特异 结合 力 之 间 是 重 登 的 或 
者 是 相 加 的 ， 就 这 个 关系 来 说 ， 特 异 结合 是 指 局 限 在 蛋白 质 表面 结合 位 点 上 的 那 种 吸 
附 。 

为 了 更 容易 理解 的 目的 ， 配 体 被 划分 成 单 特异 性 的 或 组 特异 性 的 ， 它 们 进一步 还 可 


1) 这 里 可 能 是 指 作用 力 ， 如 果 键 强度 是 以 能 量 计 算 ， 则 应 是 与 距离 的 6 次 方 成 反比 。 一 一 译 者 注 
.了 枉 。 


区 分 为 低 分 子 量 配 体 或 高 分 子 量 (大 分 子 ) 配 体 。 
单 特异 性 配 体 


它 是 指 这 样 一 类 配 体 ， 即 只 结合 一 个 或 者 很 小 数量 的 蛋白 质 ， 当 体 激 素 和 酶 抑制 剂 
即 属于 这 类 配 体 。 一 个 很 熟悉 的 例子 就 是 低 分 子 量 的 生物 素 配 体 (生物 素 - 抗 生 物 素 蛋 
白 / 链 酶 抗 生 物 素 蛋 白 的 K, = 105 M  )。 这 个 高 度 特 异 的 强 的 结合 在 类 似 于 AFC 的 生化 
方法 中 已 经 成 为 一 个 很 有 用 的 工具 〈 参 阅 Wilchek and Bayer 1990). 


大 分 子 的 单 特 异性 配 体 


抗体 -抗原 结合 是 大 分 子 单 特异 性 配 体 及 其 目的 蛋白 的 最 重要 的 例子 。 抗 体 作 为 连 
接 在 层 析 介质 上 的 配 体 ， 对 于 纯化 可 溶 蛋白 、 多 肽 、 溶 解 的 膜 蛋 白 ， 甚 至 病毒 和 细胞 来 
说 是 一 个 很 有 用 的 工具 。 随 着 现代 杂交 瘤 技术 的 出 现 ， 多 克隆 抗体 制备 能 够 用 单 克 隆 抗 
ARE (有 关 的 实践 和 理论 可 参阅 Peters and Baumgarten 1989) 。 对 于 任何 一 种 抗原 蛋白 ， 
即使 它 在 总 的 免疫 原 中 只 有 非常 低 的 浓度 ， 都 有 可 能 得 到 高 度 特异 性 的 抗体 。 选 用 适当 
的 筛选 方法 能 够 得 到 制造 所 需要 特异 性 和 亲 和 性 的 抗体 的 杂交 瘤 细 胞 〈Tijssen 1985 ) 。 
当 将 这 类 抗体 固定 在 适当 的 层 析 介 质 上 以 后 ， 就 能 够 纯化 所 需要 的 抗原 。 


组 特异 性 配 体 


组 特异 性 是 指 这 样 一 类 配 体 ， 像 辅酶 、 维 生 素 / 辅 因 子 或 它们 的 类 似 物 ， 它 们 可 以 
同 几 种 不 同 蛋白 的 共同 位 点 相 结合 。 组 特异 性 配 体 包 括 ATP 和 NAD， 其 靶 蛋 白 有 辅 因 
子 依赖 的 酶 ， 如 NAD 和 NADP 依赖 的 脱氧 酶 。 


大 分 子 组 特异 性 配 体 


凝集 素 和 一 些 免疫 球 蛋 白 结合 蛋白 可 以 看 成 是 组 特异 性 的 大 分 子 配 体 ， 固 定 化 的 凝 
集 素 对 于 糖 基 是 高 度 特异 的 。 例 如 ， 伴 刀 豆 球 蛋 白 〈ConA) 是 通过 与 ac-D -甘露 吡 喃 糖 
基 、a- D- 葡 糖 吡 喃 糖 基 及 立体 相关 基 团 的 结合 来 纯化 某 些 糖 蛋白 ， 葡 萄 球菌 蛋白 A 和 
链 霉 素 蛋白 G 是 抗体 亲 和 层 析 中 的 特异 配 体 〈 表 2.1)。 


表 2.1 蛋白 A、 蛋 白 GARR EMD TA 的 抗体 结合 特征 
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2.1.2 假 生 物 特异 性 亲 和 作 用 和 人 工 配 体 


一 些 特殊 人 工 化 合 物 ， 如 乱 醒 或 偶 氮 染 料 ， 由 于 它们 对 多 种 不 同 的 蛋白 如 脱 氢 酶 、 
激酶 、 转 移 酶 、 还 原 酶 等 都 具有 亲 和 性 ， 因 而 能 够 成 功 地 用 作 配 体 以 纯化 这 些 蛋 白质 。 
在 某 些 情况 下 ， 所 谓 的 生物 模拟 相互 作用 被 认为 是 由 于 人 工 配 体 对 在 各 种 蛋白 上 进化 过 
程 中 保持 不 变 的 二 核 苷 酸 折 和 至 (dinucleotide-fold) 区 选择 性 地 结合 的 结果 ， 虽 然 对 其 与 
蛋白 质 的 相互 作用 还 没有 搞 清 楚 ， 但 这 类 亲 和 层 析 则 已 非常 普遍 (Scopes 1987)。 假 亲 
和 层 析 ， 也 称 为 假 生物 特异 性 亲 和 层 析 ， 是 指 人 工 配 体 与 蛋白 质 特定 基 团 之 间 的 特异 相 
互 作 用 ， 在 这 个 意义 上 来 说 ， 甚 至 也 可 以 包括 称 为 共 价 层 析 的 配 体 ， 如 硼酸 衍生 物 和 某 
些 糖 蛋白 之 间 的 共 价 结合 。 一 般 来 说 ， 假 亲 和 层 析 包括 了 以 生物 模拟 配 体 为 基础 的 各 类 
吸附 层 析 。 


固定 化 的 金属 离子 亲 和 层 析 / 亲 硫 吸 附 层 析 


固定 化 的 金属 离子 亲 和 层 析 (IMAC) (Porath and Olin 1983; 综述 可 参阅 Kagedal 
1989) 和 亲 硫 吸附 层 析 (TAC) (Hutchens and Porath 1986) 是 假 亲 和 层 析 的 重要 例子 。 
TAC 对 于 免疫 球 蛋 白 的 纯化 比 用 蛋白 A 作为 配 体 的 亲 和 层 析 在 实用 上 更 有 长 处 。 关 于 
IMAC 和 TAC 的 长 处 及 其 成 功 的 应 用 将 在 2.2 中 说 明 。 


2.1.3 层 析 载 体 


作为 一 个 亲 和 层 析 载 体 的 基本 要 求 (参阅 Mohr and Pommerening 1985; Narayan and 
Crane 1990) 是 : 中 具有 亲 水 和 中 性 的 骨架 ; © 好 的 化 学 、 力 学 、 生 物 学 和 热 稳 定性 ; 
@ 带 有 附加 的 功能 团 如 -OH、-NH, 、-COOH 和 -CHO 等 ， 它 们 能 通过 各 种 化 学 反应 进行 
衍生 化 。 特 别 是 对 于 蛋白 质 的 纯化 来 说 ， 最 好 是 采用 大 和 孔 载体 。 琼 脂 糖 ， 特 别 是 稳定 的 


交 联 型 琼脂 糖 是 最 常用 的 载体 。 它 具有 作为 蛋白 质 亲 和 层 析 理想 载体 的 许多 特性 。 载 体 
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的 孔 状 性 质 或 多 或 少 影响 扩散 物质 的 转移 。 这 在 蛋白 质 的 亲 和 层 析 中 与 目的 蛋白 的 结合 
和 和 解 离 的 动力 学 性 质 一 样 ， 都 是 很 重要 的 。 以 丙烯 酰胺 、 聚 乙烯 、 聚 苯 乙 炳 及 由 合适 的 
单 体 形成 的 特定 共聚 体 为 基础 的 合成 高 分 子 ， 为 发 展 接近 理想 的 带 有 或 不 带 有 固定 化 所 
需要 的 活性 基 团 的 载体 葛 定 了 基础 。 除 了 好 的 化 学 和 物理 学 稳定 性 以 外 ， 下 面 的 几 种 载 
体 也 提供 了 高 的 大 孔 性 质 : Eupergit (Fluka，Neu-Ulm,， 德 国 ) Spheron (Waters, Milford, 
MA， 美 国 ) TSK (Tosohaas ，Philadephia，PA， 美 国 ) 和 果 胶 〈Merck，Darmstadt， 德 国 )。 
此 外 ， 最 近 已 经 发 表 了 一 种 用 羟基 化 高 分 子 涂 壳 的 新 的 改良 乙烯 葵 / 二 乙烯 葵 载 体 。 它 
消除 了 常规 层 析 中 物质 转移 瓶颈 (Regnier 1991)。 这 个 载体 的 商品 名 是 POROS， 可 以 从 
PerSeptive Biosystems 公司 (Cambridge, MA, 美国 ) 买 到 。 


2.1.4 固定 化 方法 


配 体 在 载体 物质 上 的 固定 化 经 几 个 步骤 完成 (方法 的 详细 步骤 参阅 Hermanson et al. 
1992; Carlson et al. 1995; Dean et al. 1985; Wong 1991). 


载体 的 活化 


像 BrCN、 痰 基 二 咪 哗 、 甲 葵 磺 酰氯 或 三 氟 乙 基 磺 酰 氯 、 双 环 氧 乙 烷 、 毛 甲酸 酯 、 
[CAMERAS SAA GER: 有 的 情况 下 需要 特别 的 安全 保护 措施 ) 可 用 来 衍生 
载体 的 功能 基 团 。 使 得 产生 的 亲 电 基 团 可 以 同 配 体 的 亲 核 基 团 (如 -OH，-NH -SH) 
反应 ， 或 者 相反 。 而 且 已 有 好 几 种 预先 活化 好 的 层 析 载 体 可 以 买 到 商品 ， 特 别 是 如 果 需 
要 考虑 到 化 学 和 物理 学 稳定 的 大 孔 性 质 ， 则 可 以 选用 合成 的 高 分 子 ， 如 Fractogel EMD 
Epoxy 650 或 Fractogel EMD Azlactone 650 (Merck， 德 国 ) 。 高 容量 的 活化 的 环 氧 乙 烷 基 团 
或 咱 内 酯 基 团 ， 通 过 多 点 连接 在 线性 高 分 子 链 (被 称 为 触角 ) 上 而 嫁接 到 Fractogel 材料 
上 ， 同 传统 的 间隔 链 (spacer) 技术 相 比 ， 这 种 方法 对 于 偶 联 配 体 的 容量 和 柔性 及 蛋白 
” 质 结 合 过 程 都 具有 一 定 的 优越 性 ， 特 别 是 能 避免 下 白 质 和 高 分 子 表面 之 间 的 非 专 一 性 结 
合 〈 见 2.2)。 


配 体 的 偶 联 


稳定 的 共 价 连接 多 数 都 是 通过 配 体 对 活化 的 载体 材料 进行 亲 核 进攻 来 实现 的 ， 随 
后 ， 配 体 被 看 成 是 被 固定 化 的 。 例 如 ， 以 环 氧 乙 烷 或 叫 内 酯 活化 的 载体 材料 ， 形 成 的 是 
非常 稳定 的 醚 键 和 极其 稳定 的 酯 键 。 相 反 ，BrCN 活化 的 载体 材料 则 形成 很 不 稳定 的 碳 
亚 氮 脂 的 结合 ， 再 者 ， 在 常用 的 pH 条件 下 还 产生 一 种 不 需要 的 带电 荷 的 亚 氨基 。 


间隔 手臂 


震 选 用 小 分 子 作为 配 体 连 接 在 像 蛋白 质 这 样 的 大 分 子 上 ， 则 建议 采用 所 谓 的 间隔 手 
臂 。 这 是 将 一 个 两 端 均 带 有 功能 团 的 短 的 线 状 脂肪 烷烃 链 先 连 接 在 载体 上 ， 并 保持 末端 
的 游离 功能 团 ， 它 可 以 通过 适当 的 化 学 方法 与 配 体 偶 联 。 采 用 间隔 分 子 来 偶 联 小 分 子 配 
体 的 主要 理由 是 因为 蛋白 质 与 配 体 结合 的 位 点 往往 是 埋 在 分 子 内 或 者 处 在 低 于 分 子 表面 
的 口袋 里 。 直 接连 接 在 载体 上 的 配 体 不 可 能 伸 出 足够 的 距离 以 接触 到 远离 的 要 结合 蛋白 
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表面 的 结合 位 点 。 因 此 非常 重要 的 考虑 不 仅 是 被 固定 在 载体 上 的 配 体 绝对 数目 ， 而 且 还 
需要 考虑 到 它们 的 可 结合 能 力 ， 因 而 配 体 和 载体 间 的 间 隅 分 子 〈 或 者 是 在 Fractogel EMD 
中 所 谓 的 触角 ) ， 对 于 改善 对 目标 蛋白 的 特异 性 结合 ， 并 从 而 提高 对 目标 蛋白 的 结合 容 
量 是 很 有 帮助 的 。 一 个 适当 的 间隔 分 子 也 可 以 阻碍 蛋白 分 子 对 载体 材料 表面 的 非特 异性 
吸附 。 


定点 固定 


定点 固定 〈site-directed immobilization) 是 偶 联 过 程 中 的 一 个 重要 问题 。 下 面 的 例子 
即 可 说 明 这 一 点 。 十 分 明显 ， 一 个 二 价 抗体 ， 只 有 当 抗 体 分 子 通过 碳 氢 部 分 合适 地 结合 
在 载体 上 面 留 下 可 与 抗原 相互 作用 的 游离 的 位 点 ， 该 抗体 的 结合 潜力 才能 被 充分 显示 出 
来 。 有 关 在 远离 抗原 结合 位 点 进行 共 价 连 接 的 合适 固定 的 化 学 问题 ，Hermanson 等 人 
(1992) 早已 做 过 深入 的 介绍 。 也 有 定点 固定 化 是 成 功 地 先 结合 靶 蛋白 的 例子 ， 只 有 当 
细胞 色素 恰当 地 定位 并 固定 在 载体 上 时 ， 细 胞 色素 。 氧化 酶 才能 用 以 细胞 色素 。 作为 
生物 功能 性 配 体 的 亲 和 层 析 纯 化 。 


残留 活化 基 团 的 封闭 


在 进行 亲 和 层 析 之 前 ， 残 留 在 载体 上 的 活化 基 团 ， 必 须 加 以 失 活 ， 这 可 以 通过 采用 
过 量 的 亲 水 性 的 低 分 子 量化 合 物 如 乙醇 胺 来 实现 ， 但 必须 避免 引入 正 (NH) 或 负 
(-COO ) 电 荷 ， 因 为 它们 能 够 造成 不 需要 的 离子 交换 作用 ， 而 且 这 种 作用 与 pHE 有 关 ， 
而 且 也 应 当 防 止 由 于 封闭 试剂 所 引起 玻 水 性 的 增加 。 


2.1.5 Arete 
样品 制备 


虽然 一 步 纯 化 的 步骤 可 能 是 诱 人 的 ， 但 预 处 理 步骤 总 的 来 说 还 是 具有 一 定 的 优点 : 
© 颗粒 、 细 胞 碎片 、 膜 片段 等 的 除去 ; © 样品 浓缩 及 除去 蛋白 酶 或 其 抑制 剂 。 通 过 蛋 
白质 沉淀 或 离子 交换 柱 层 析 对 样品 进行 预 处 理 ， 很 容易 除去 许多 不 需要 的 杂质 。 在 此 过 
程 中 ， 速 度 和 回收 率 是 关键 的 因素 ， 一 般 来 说 ， 不 需要 有 浓缩 步骤 。 


结合 步骤 


目标 蛋白 对 配 体 的 特异 性 结合 需要 最 适 的 pH、 缓冲 液 盐 浓度 和 离子 强度 。 但 很 明 
显 ，pH 能 够 调节 目标 蛋白 分 子 也 可 能 还 包括 配 体 分 子 的 电荷 基 团 ， 因 而 在 结合 过 程 
(UR HRA) 中 具有 决定 性 的 作用 。 
一 中 等 盐 浓 度 (0.1~0.15 mol/L NaCl) 能 够 稳定 溶液 中 的 蛋白 质 并 防止 由 于 离子 交换 
所 引起 的 非特 异性 相互 作用 。 
一 去 垢 剂 《如 Tween-20) 能 够 用 作 保 护 添 加 剂 以 降低 由 于 载体 材料 的 疏水 性 以 及 固定 
化 的 化 学 因素 和 (或 ) 间隔 分 链 (spacer) 的 性 质 所 引起 的 非特 异性 相互 作用 。 
一 很 高 的 盐 浓度 〈 例 如 高 达 2 mol/L RRR) 能 特异 性 地 提高 配 体 和 驾 蛋白 的 疏水 相 
互 作 用 。 
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一 EDTA (4 10 mmoV/LAA) 用 于 稳定 蛋白 质 中 能 够 被 重金 属 催化 氧化 的 -SH 基 。 
一 结合 绥 冲 液 组 成 的 优化 往往 也 是 减少 亲 和 层 析 中 非特 异性 结合 的 关键 。 


柱 操作 


柱 的 大 小 决定 于 吸附 剂 的 容量 和 所 需要 纯化 蛋白 质 的 量 。 一 般 来 说 ， 高 的 容量 可 以 
用 于 粗 的 短 柱 ， 在 多 数 情况 下 ， 可 以 采用 一 次 性 的 塑料 小 柱 〈 例 如 从 美国 市 场 上 买 到 的 
Bio Rad 和 Pierce 的 产品 ) 和 1~ 5 ml 凝 胶 。 柱 和 柱 顶 及 柱 底 多 孔 板 的 疏水 性 质 (REL 
Hel FEA i) 用 0.1% 的 Tween-20 溶液 处 理 消 除 。 但 若 靶 蛋白 通过 低 结合 强度 
(K,< 10° M- ) 被 滞留 在 柱 材 料 上 ， 则 可 以 采用 较 长 的 柱 。 此 时 ， 所 需要 蛋白 与 非 结合 
杂质 的 分 离 严格 取决 于 柱 的 长 度 。 


流速 


为 了 使 纯化 蛋白 能 够 得 到 尖 的 洗 脱 峰 和 最 小 稀释 度 与 最 大 回收 率 ， 则 最 好 使 用 低 的 
流速 。 太 高 的 流速 会 降低 分 离 效 果 和 容量 ， 因 为 它 需 要 长 的 时 间 来 达到 新 的 平衡 。 另 一 
方面 ， 特 别 是 当 用 可 溶性 的 配 体 / 类 似 物 来 进行 竞争 性 洗 脱 时 ， 解 离 动力 学 可 能 成 为 速 
率 限制 步骤 。 对 于 一 级 反应 来 说 ， 解 离 速度 常数 同 蛋白 的 结合 强度 间接 相关 〈 即 半 衰 
期 =ln 2/k-=- 1)。 另 一 方面 ， 载 体 材料 的 大 孔 性 程度 又 会 导致 显著 的 物质 转移 限制 ， 根 据 
划 蛋 白 的 分 子 量 和 形状 的 不 同 而 异 ， 为 此 ， 在 竞争 试剂 上 柱 之 后 ， 特 别 是 对 部 蛋白 在 柱 
上 结合 得 很 紧 的 情况 ， 停 止 洗 脱 0.5 ~ 2 小时， 有 时 可 能 会 取得 好 的 效果 。 总 的 来 说 ， 
通过 亲 和 柱 的 线性 流速 必须 进行 优化 以 达到 最 大 的 结合 容量 和 最 佳 的 分 离 。 大 多 数 的 亲 
和 柱 都 是 在 (或 ) 接 近 于 最 佳 结合 水 平 于 重力 流速 下 进行 操作 的 ， 而 HPLC 则 只 能 用 于 有 
足够 抗 压 能 力 的 层 析 材 料 。 此 外 ， 大 和 孔 载体 材料 往往 有 稳定 性 不 够 的 缺点 ， 虽 然 某 些 合 
成 载体 材料 ， 如 Fractogel， 具 有 足够 的 物理 稳定 性 ， 因 而 能 够 适用 于 较 高 的 压力 Ch 


淋 洗 


样品 吸附 在 柱 上 之 后 ， 必 须 用 几 倍 体积 的 起 始 缓冲 液 对 柱 淋 洗 以 除去 不 结合 的 所 有 
物质 ， 以 静电 作用 吸附 在 柱 上 的 非特 异性 结合 物质 ， 可 用 稍微 增加 离子 强度 的 缓冲 液 淋 
洗 去 掉 。 整 个 淋 洗 过 程 用 紫外 进行 监测 ， 当 紫外 吸收 达到 原始 的 基线 时 ， 结 束 淋 洗 。 


洗 脱 步骤 


洗 脱 条 件 的 选择 像 决定 最 佳 结 合 条 件 一 样 同 等 重要 。 一 个 最 佳 的 洗 脱 条 件 可 以 使 靶 
蛋白 在 最 小 的 体积 内 达到 完全 的 回收 。 一 般 来 说 ， 驾 蛋白 的 生物 活性 也 必须 保持 不 变 。 
最 基本 的 方法 是 用 中 等 浓度 (0.2~ 1 mol/L A) 的 可 溶性 配 体 或 类 似 物 在 比较 温和 的 
解吸 条 件 下 (例如 中 性 pH) 竞 争 性 地 置换 结合 蛋白 。 洗 脱 方法 是 逐步 性 的 ， 采 用 梯度 或 
分 步 洗 脱 ， 可 是 ， 特 别 强 的 结合 ， 如 生物 素 - 抗 生物 素 蛋 白 (biotin-avidin) RAW (K, 
=10°M™') 的 情况 ， 对 于 这 种 解吸 方法 是 耐 受 性 的 ， 在 这 种 情况 下 ， 除 了 用 高 浓度 的 
可 溶性 配 体 洗 脱 外 ， 则 需要 6 mol/L 盐酸 县 和 pH1.5 这 种 比较 苛刻 的 条 件 ， 使 得 复合 物 
能 够 在 合理 的 时 间 内 解 离 。 原 则 上 来 说 ， 溶 剂 的 组 成 对 亲 和 常 数 有 很 大 的 影响 。 这 对 于 
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结合 和 洗 脱 来 说 都 是 必须 加 以 考虑 的 。 因 此 ， 适 当 改变 缓冲 溶液 对 于 实现 特异 性 的 竞争 

性 洗 脱 将 会 是 有 效 的 。 事 实 上 ， 在 很 多 场合 ， 特 异性 洗 脱 剂 完全 可 以 用 所 谓 的 非特 异性 

洗 脱 液 代 替 。 当 然 ， 人 们 还 必须 在 洗 脱 液 的 苛刻 性 和 引起 靶 蛋 白 的 变性 危险 之 间 进 行 折 

囊 。 下 面 列 举 了 几 种 逐渐 增加 洗 脱 条 件 的 步骤 : 

一 改变 pH 和 (或 ) 离 子 强度 : 例如 ， 可 以 NaCl 梯度 来 洗 脱 ， 这 主要 是 用 于 通过 特异 的 
静电 相互 作用 所 结合 的 蛋白 质 。 

一 如 果 配 体 和 靶 蛋 白 之 间 主 要 是 疏水 相互 作用 ， 而 且 改 变 pH 的 结果 不 够 有 效 ， 则 需要 
用 更 激烈 的 条 件 ， 如 加 入 乙 二 醇 ( 到 60% ) 或 DMSO( 到 10% ) 以 降低 水 溶液 的 极 性 。 
其 缺点 是 这 类 试剂 对 粘度 有 影响 而 且 对 多 糖 结构 也 有 作用 。 

一 也 可 以 采用 高 浓度 (到 3 molL) 的 离 液 盐 ( 如 KSCN BK KI) 和 (或 ) 中 偏 高 浓度 (4 ~ 
6 mol/L) 的 变性 剂 (如 尿素 或 肛 盐 )。 这 类 盐 能 够 影响 Eriksson(1989) 曾 经 讨论 过 的 , 遵 
循 Hofmeister 系列 的 疏水 作用 。 

一 去 垢 剂 也 能 很 有 效 地 作用 于 朴 水 结合 部 位 ,但 它们 只 能 在 恰好 低 于 临界 的 胶 态 点 的 浓 
度 下 使 用 。 就 这 个 关系 上 应 该 指出 ,在 整个 纯化 过 程 中 特别 是 在 纯化 膜 蛋白 的 时 候 ， 
采用 低 浓 度 的 去 垢 剂 是 会 有 帮助 的 。 去 拍 剂 可 以 抑制 对 柱 壁 和 柱 材料 的 非特 异性 吸 
附 ,并 能 阻止 不 希望 的 蛋白 质 聚 合作 用 。 

当 划 蛋 白 用 特异 性 的 或 非特 异性 的 或 者 两 者 兼 而 有 之 的 方法 洗 脱 下 来 之 后 ,必须 经 

过 透析 或 者 凝 胶 过 滤 以 除去 洗 脱 液 ,如 果 必 要 的 话 ,还 必须 恢复 天 然 构象 。 


柱 的 再 生 


用 几 倍 柱 体积 的 起 始 缓冲 液 进行 再 平衡 ,一 般 即 足以 使 亲 和 柱 再 生 ,但 一 些 未 知 的 杂 
质 往往 仍 结合 在 柱 上 ,必须 用 苛刻 的 处 理 才 能 除去 ,但 这 会 因 载 体 材料 的 稳定 性 \ 配 体 的 
性 质 以 及 它 与 载体 共 价 连接 的 方式 不 同 而 受到 一 定 的 限制 。 


2.2 AMARA SDR 


2.2.1 固定 化 金属 歼 合 亲 和 层 析 
原 理 


这 种 高 效 纯 化 方法 的 基础 是 共 价 结合 在 层 析 载体 上 的 金属 离子 丈 合 剂 能 与 表面 含有 
组 氨 酸 残 基 的 蛋白 质 相 互 作 用 (Porath et al. 1975; Sulkowski 1985). Fractogel EMD 是 选用 
亚 氨基 二 乙酸 作为 金属 歼 合 配 体 ,其 两 个 齿 状 葵 合 部 分 在 固定 化 后 仍 保持 自由 状态 ,因而 
各 种 金属 离子 就 能 结合 到 静止 相 上 , 而 特殊 的 蛋白 质 或 肽 就 能 通过 金属 离子 的 自由 配 位 
位 点 结合 上 去 。 亚 氮 基 二 乙酸 是 以 共 价 形式 高 密度 地 固定 在 连接 臂 ( 即 前 面 讲 到 过 的 触 
角 ) 上 ,从 而 保证 了 高 度 的 亲 水 性 、 柔 性 和 结合 容量 。 触 角 比 传统 的 间隔 链 分 子 优越 ,因为 
它 对 蛋白 质 的 结合 容量 显著 增加 ,例如 ,对 溶菌 酶 的 结合 容量 大 约 是 60mg/ml MAA 
胶 。 另 外 ,由 于 固定 化 配 体 的 高 度 柔性 ,使 金属 离子 更 容易 结合 在 蛋白 质 表 面 的 结合 位 点 
上 ,有 利于 络 合 物 的 形成 ,并 使 蛋白 十 分 牢固 地 结合 在 Fractogel EMD ASHE. SR, 
蛋白 质 表 面 组 氨 酸 残 基 的 结合 能 力 , 对 于 结合 蛋白 质 也 十 分 重要 (Hemdan et al. 1989)。 

二 


对 肽 来 说 ,a- 氨 基 也 能 起 到 决定 性 的 作用 ,即使 没有 组 氨 酸 残 基 存 在 也 能 起 到 灌 留 多 肽 
的 作用 。 也 有 报道 认为 ,其 他 结合 金属 的 氨基 酸 , 如 半 胱 氨 酸 和 色 氢 酸 也 对 蛋白 质 的 结合 
有 作用 (Hansen and Lindberg 1992 ,1995)。 


重组 蛋白 质 


由 于 分 子 生 物 学 的 进步 ,已 经 能 够 将 组 氨 酸 残 基 插 人 和 蛋白质 序列 ,这些 修 饰 的 蛋白 质 
可 以 被 认为 是 IMAC 很 有 希望 的 纯化 对 象 ,能 减轻 一 些 重组 蛋白 纯化 的 工作 量 。 在 必要 
的 时 候 , 蛋 白质 的 融合 部 分 可 以 在 纯化 以 后 用 化 学 或 特异 性 的 酶 法 切除 掉 。 


层 析 条 件 


由 于 组 氨 酸 的 pK 值 关系 ,蛋白 质 在 Fractogel EMD 荔 合 柱 上 的 结合 ,一 般 在 中 性 pH 
值 下 进行 ,但 真实 的 pK 值 可 能 会 因 蛋 白质 的 其 他 邻近 毛 基 酸 残 基 的 影响 而 变化 很 大 ,最 
多 可 超过 1 个 pH 单位 。 因 此 ,pH 值 8 的 缓冲 液 通常 可 以 提高 蛋白 质 的 结合 量 ,但 有 些 组 
冲 液 在 此 pH 值 范围 内 不 适用 ,例如 , 含 Tris 的 缓冲 液 会 降低 亲和力 ,因而 它 只 用 于 和 亲 和 
介质 相互 作用 十 分 强 的 蛋白 质 。 从 理论 上 讲 ,应 避免 在 吸附 步骤 中 使 用 像 咪唑 、 组 氨 酸 或 
甘氨酸 等 能 与 蛋白 质 / 多 肽 竞争 结合 金属 离子 的 物质 ,但 它们 显然 很 适用 于 洗 脱 步骤 。 蛋 
白质 和 羧基 之 间 可 能 会 发 生 一 定 的 离子 相互 作用 , 它 会 阻止 蛋白 质 与 金属 络 合 物 的 结合 ， 
故 所 有 你 合 柱 的 操作 最 好 使 用 高 离子 强度 的 缓冲 液 ,0.5 ~ lmolL NaCl 就 足够 了 AME 
至 0.1 mol/L NaCl 可 以 。 洗 脱 时 可 使 用 竞争 性 分 子 和 (或 ) 通 过 改变 pH 值 来 置换 蛋白 质 ， 
蛋白 质 从 柱子 上 的 置换 一 般 在 试剂 达到 一 定 的 浓度 时 才 发 生 ， 多 数 是 采用 咪唑 的 梯度 。 
用 分 级 梯度 或 线性 梯度 降低 pH 同样 可 以 减少 蛋白 质 -金属 离 子 络 合 物 的 亲和力 ， 从 而 
使 蛋白 质 解吸 。 


IMAC 的 优点 


与 真正 的 生物 专 一 性 亲 和 层 析 相 比 ，IMAC 这 种 “ 假 ” 生 物 特 异性 亲 和 技 术 ， 操 作 
更 容易 、 更 快速 。IMAC 除了 广泛 的 用 途 和 较 低 的 价格 外 ， 还 具有 能 与 高 盐 浓 度 缓冲 液 
相 匹 配 的 优点 。 由 于 蛋白 质 或 肽 在 柱 上 的 结合 不 受 干 扰 ， 所 以 从 阴离子 或 阳离子 交换 介 
质 上 收集 下 来 含有 高 盐 浓 度 的 组 分 ， 可 以 直接 上 人 金属 丈 合 亲 和 柱 。 这 样 ， 在 多 数 情 况 
下 ， 就 不 需要 在 上 柱 前 对 样品 进行 更 换 缓冲 液 或 透析 等 耗 时 操作 。 另 外 ， 不 同 的 金属 离 
子 都 能 够 络 合 到 柱子 上 ， 这 样 相 同 的 吸附 剂 就 能 产生 不 同 的 吸附 选择 性 。 一 般 来 讲 ， 结 
合 蛋 白质 能 力 最 强 的 是 铀 离子 ， 其 次 是 镍 离子 ， 而 锌 离子 和 钴 离子 结合 力 较 弱 。 


2.2.2 RRM EM (TAC) 
原 理 


这 类 高 效 的 “ 假 ” 亲 和 层 析 是 基于 盐 驱 动 吸附 原理 ， 将 蛋白 质 ， 特 别 是 抗体 ， 吸 附 
到 含有 砚 基 和 硫 醚 基 的 杂 脂 肪 族 配 体 上 的 〈Porath et al. 1985)。 蛋 白质 的 吸附 作用 主要 
是 通过 对 色 氨 酸 和 葵 丙 氨 酸 残 基 的 作用 发 生 在 抗体 分 子 保守 区 中 结构 域 上 ， 因 此 ， 含 有 
所 谓 亲 硫 区 的 蛋白 质 ， 如 免疫 球 蛋白 (Belew et al. 1987) 和 含有 芳香 族 氨 基 酸 残 基 的 肽 

15 + 


最 适 于 TAC 纯化 。 由 于 白 蛋白 不 能 吸附 在 亲 硫 介质 上 ， 因 而 大 大 简化 了 从 血清 中 高 效 
分 离 抗 体 。Fractogel EMD TA 是 为 抗体 的 高 效 纯化 而 设计 的 ， 目 前 测试 过 的 所 有 抗体 都 
能 结合 到 Fractogel EMD TA 上 〈 见 表 2.1)。 根 据 最 近 的 研究 结果 (Schulze et al. 1994), 
采用 亲 硫 吸附 技术 成 功 地 实现 了 对 大 肠 杆菌 (E.coli) 表达 的 重组 单 链 抗体 片段 的 有 效 
纯化 ， 用 这 种 方法 对 其 他 在 表面 上 带 有 亲 硫 区 的 蛋白 质 和 肽 的 分 离 纯 化 结果 也 已 有 报道 
(Bischoff et al. 1994), Fractogel EMD TA 通过 触角 原理 克服 了 和 蛋白 结合 容量 较 低 的 问题 。 
按照 前 面 讲 过 的 方法 ， 触 角 可 以 高 密度 地 携带 基 团 特 异性 配 体 ， 因 而 对 Y - 球 蛋 白 的 结 
合 容量 可 达 30 mg/ml 凝 胶 。 触 角 原 理 同 样 能 给 功能 性 配 体 分 子 提供 一 个 合适 的 空间 ， 
从 而 减少 蛋白 质 与 柱 的 非特 异性 相互 作用 ， 并 赋予 柱子 高 的 蛋白 质 结 合 容 量 。 


层 析 条 件 


由 于 蛋白 质 与 Fractogel EMD TA 的 结合 是 一 个 盐 驱 动 的 过 程 ， 所 以 必须 考虑 盐 的 类 
型 和 浓度 对 结合 效率 的 影响 ( 见 2.1.5)。 硫 酸 狠 浓 度 在 0.8 ~ 1.5Smol/L 之 间 对 抗体 的 结 
合 能 达到 最 佳 的 结果 。 洗 脱 步骤 可 以 通过 盐 梯度 降低 很 容易 地 进行 ， 但 在 较 高 的 硫酸 乌 
浓度 下 ，Fractogel EMD TA 的 结合 行为 趋向 于 类 似 玻 水 作用 层 析 中 (HIC) 所 用 的 介质 
(Eriksson 1989) 


TAC 的 优点 


对 于 抗体 的 纯化 来 讲 ，TAC 纯化 的 最 大 优点 是 配 体 的 高 的 化 学 稳定 性 ， 尤 其 是 与 其 
他 生物 特异 性 配 体 相 比 ， 例 如 ， 与 经 常 使 用 的 大 分 子 配 体 蛋 白 AREA CHE, Sta 
了 它 的 优点 。TAC 方法 的 另 一 优点 是 其 与 标准 的 蛋白 纯化 过 程 十 分 相配 。 经 硫酸 匀 沉 演 
或 离子 交换 步骤 后 ， 样 品 中 残留 的 盐 浓 度 只 需 调 节 〈 如 通过 电导 测定 ) 到 使 靶 蛋 白 与 柱 
结合 的 盐 浓度 。 而 且 ， 各 种 不 同 来 源 的 抗体 蛋白 和 各 种 免疫 球 蛋 白 都 与 亲 硫 吸附 剂 结 
合 ， 而 蛋白 A 或 蛋白 CS 的 柱 只 能 微弱 地 结合 某 些 抗体 ， 有 些 则 根本 不 结合 〈 见 表 2.1)。 


2.2.3 ”材料 和 方法 


首先 ， 将 详细 介绍 用 IMAC 柱 进 行 Fractogel EMD 鳌 合 纯化 多 肽 的 过 程 ， 随 后 介绍 用 
Fractogel EMD TA 进行 的 抗体 TAC 纯化 。 两 种 方法 只 需 稍 加 修改 或 不 作 任 何 改变 即 可 用 
于 其 他 多 肽 或 蛋白 的 分 离 。 


设 备 

层 析 柱 可 与 HPLC 或 其 他 中 等 压力 的 系统 相连 接 ， 所 使 用 的 泵 要 求 保 持 精 确 的 恒定 
流速 。 由 于 缓冲 液 中 含有 高 浓度 的 盐 ， 最 好 采用 惰性 泵 系统 ， 由 于 采用 惰性 系统 ， 柱 的 
使 用 寿命 也 可 能 延长 。 如 果 采 用 高 盐 缓 冲 液 ， 不 锈 钢 部 件 可 能 会 被 腐蚀 ， 产 生 的 金属 氧 
化 物 结合 在 层 析 介 质 上 ， 这 可 能 导致 分 辨 率 和 回收 率 的 下 降 ， 而 且 最 终 将 损坏 层 析 柱 。 
所 需要 的 最 小 设备 是 一 个 梯度 混合 仪 ， 一 台 UV 检测 器 〈280nm) FI—*S PRR. BR, 
一 个 程序 化 的 梯度 混合 系统 对 于 条 件 的 精确 控制 是 十 分 有 用 的 。 如 果 使 用 蠕动 泵 ， 流 速 


应 该 用 高 盐 浓度 缓冲 液 进行 校正 。 管 道 应 越 短 越 好 ， 以 减少 不 必要 的 稀释 作用 。 如 果 目 
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的 蛋白 不 太 稳 定 ， 所 有 步骤 应 在 4 总 进行 。 
胶 的 制备 


Fractogel EMD #44} Ji #l Fractogel EMD TA 胶 以 悬浮 液 形式 贮存 ， 在 使 用 前 应 将 贮 
存 溶液 除去 。 
1) 振荡 装 有 胶 的 容器 直至 获得 一 均匀 的 悬浮 液 。 
2) 取 适 当量 的 胶 液 (8 ~ 10ml 用 于 装 50cm x 10cm WEE) 加 入 到 带 有 玻璃 滤 板 的 漏斗 内 ， 
抽 滤 去 上 清 液 后 ， 用 3 倍 体积 的 平衡 缓冲 液 重 新 悬浮 胶 ， 然 后 抽 滤 去 平衡 液 ， 重 复 
操作 3 次 。 


装 柱 


层 析 柱 应 按 制 造 商 的 说 明 小 心地 均匀 装 柱 。 长 度 Som， 内 径 为 lcm 的 超 效 柱 

(Merck, Darmstadt， 德 国 ) 非常 适用 于 这 类 层 析 。 

1) 在 装 超 效 50-10 柱 之 前 ， 先 用 水 淋 洗 柱子 。 

2) 按照 操作 手册 固定 柱子 ， 包 括 下 部 的 接头 和 上 部 的 进 液 管 ， 在 固定 进 液 管 之 前 先 用 
滤 膜 安装 工具 插入 下 部 的 滤 膜 元 件 〈 滤 膜 了 F，20km)。 

3) 将 滤 去 上 清 得 到 的 湿 胶 6 ml 同 6 ml Imol/L NaCl 溶液 混合 ， 制 备 成 一 均匀 的 悬浮 胶 。 

4) 将 悬浮 胶 倒 人 一 垂直 固定 ， 出 口 关闭 的 柱 内 ， 用 玻璃 棒 引 流 将 水 倒 人 进 液 管 中 ， 以 
充满 悬浮 胶 上 的 残留 空间 。 

5) 将 进 液 管 立即 与 泵 相连 ， 打 开 柱 的 出 口 ， 开 和 泵 ， 以 5 ~ 7ml/ 分 钟 流速 输入 平衡 缓冲 
液 。 

6) 待 胶 在 10 ~ 15 分 钟 内 完全 装 好 之 后 ， 停 和 蔷 ， 并 关 好 柱 的 出 口 。 

7) 倾 去 或 吸出 胶 床 上 的 上 清 液 ， 取 下 进 液 管 。 

8) 用 水 淋 洗 柱 的 上 端 ， 去 除 多 余 的 胶 ， 使 胶 的 表面 与 柱 的 顶端 有 $ ~ 10 mm 的 距离 。 

9) 用 装 膜 工具 在 胶 的 顶部 插入 聚 丙烯 滤 膜 板 端 〈 滤 膜 F，20hm) ， 并 用 水 淋 洗 滤 膜 的 
上 部 ， 使 滤 板 上 部 不 应 有 残留 的 胶 粒 。 

10) 固定 上 部 接头 ， 这 样 就 压 紧 了 整个 胶 床 。 

11) 用 3~5 倍 床 体积 的 平衡 缓冲 液 平衡 柱子 。 
所 装 柱 的 柱 效 可 用 测试 层 析 图 检测 基本 特征 ， 如 峰 的 对 称 性 ; 每 米 柱 高 度 的 理论 塔 

板 数 (N) 可 以 通过 在 1 ml/ 分 钟 流速 下 进 样 0.1 ml 0.3% ABR, 3+ FA 280 nm 下 监测 洗 脱 

液 得 到 。 如 果 胶 床 缩小 ， 松 开 反 向 螺旋 并 重新 拧紧 接头 。 


IMAC 的 运行 


神经 降 压 素 、 和 舒缓 激 肽 、 血 管 紧 张 素 、 生 长 激素 释放 抑制 因子 和 铃 蟾 肽 等 的 肽 混合 
物 可 作为 展示 例子 以 说 明 IMPC 柱 对 混合 物 成 分 的 有 效 分 离 〈 见 图 2.1)。 如 前 所 述 ， 用 
Fractogel EMD 650 (S) 鳌 合 介质 填充 超 效 柱 ， 柱 的 大 小 为 SOmm x 10mm， 柱 床 高 度 Scm。 
同样 的 条 件 也 可 用 于 纯化 其 他 蛋白 或 多 肽 : 
1) 用 缓冲 液 A: 20 mmol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 ，lmoyL NaCl (pH7.0) 平衡 填充 柱 ， 以 


1 ml/ 分 钟 流速 进行 以 下 所 有 步骤 。 
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图 2.1 IDA-Cu (1) 柱 上 的 肽 层 析 图 谱 。 将 神经 降 压 素 、 每 组 激 肽 、 生 长 激素 释放 抑制 因 
F. MAE RKRASBKEAWLAEFRAA Cu (1) 的 IDA-Fractogel EMD BAGH. Al 
0.02 mol/L 磷酸 钠 ，1 mol/L NaCl (pH7.0) 的 缓冲 液 平衡 柱 ， 洗 柱 之 后 用 0.1 mol/L 磷酸 钠 ， 
lmolL NaCl (pH3.8) 在 流速 为 1 ml/ 分 钟 下 进行 pH 梯度 洗 脱 〈 见 图 )。 神 经 降 压 素 (ie 1) 
与 柱 不 结合 ， 在 洗涤 步骤 中 即 被 洗 下 ; 具有 最 强 结合 力 的 为 含有 组 氨 酸 的 铃 蟾 肽 〈 峰 4) 和 
血管 紧张 素 开 ( 峰 5)。 含 有 丝氨酸 的 肽 、 舒 缓 激 肽 (122) 和 生长 激素 释放 抑制 因子 〈 峰 
3) 表现 出 较 弱 的 亲和力 。 


2) FA 2 倍 柱 体 积 的 NaCl 溶液 洗 柱 ， 以 完全 去 除 磷酸 盐 。 
3) 将 稀释 于 0.1 mol/L 醋酸 钠 缓冲 液 (pH 6.0) 中 的 250 mmol/L CuSO, wR EH, AR 
将 溶液 通过 柱子 ， 一 倍 床 体积 的 金属 盐 溶液 即 足 够 了 。 
4) 用 2 倍 柱 体积 的 1 mol/L NaCl 溶液 洗 去 未 结合 的 金属 离子 。 
5) 用 2 倍 柱 体 积 的 缓冲 液 A 重新 平衡 柱子 。 
6) 按 下 列 浓度 制备 多 肽 样品 : 
一 0.1 mg 神经 降 压 素 深 于 1 ml BrP A 
一 0.1 mg 和 舒缓 激 肽 溶 于 1 ml 缓冲 液 A 
一 0.2 mg fl AKA LAF 1 ml RRA 
— 0.2 mg 生长 激素 释放 抑制 因子 溶 于 1 ml 缓冲 液 A 
一 0.4 mg SYK F 1 ml 缓冲 液 A 
7) 取 上 述 样 品 各 0.5 ml 混合 ， 制 备 成 混合 样品 。 
8) 取 2.5 ml 混合 样品 上 柱 ， 并 用 缓冲 液 A 洗 至 基线 恒定 ， 神 经 降 压 素 由 于 不 能 被 吸 
附 ，10 分 钟 后 即 被 洗 脱 ， 形 成 峰 1 (图 2.1)。 
9) 余下 的 肽 用 缓冲 液 B: 100 mmol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 ，1 mol/L NaCl (pH3.8) 溶液 洗 脱 ， 
洗 脱 梯度 为 ; 
一 0% ~15% 组 冲 液 B，10 分 钟 
— 15% ~80% 缓 冲 液 B，20 分 钟 ， 以 洗 脱 舒 组 激 肽 
一 80% ~ 100% 组 冲 液 B，30 分 钟 ， 以 洗 脱 生长 激素 释放 抑制 因子 
一 100% 组 冲 液 B，40 分 钟 ， 以 洗 脱 铃 蟾 肽 和 血管 紧张 素 
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其 他 类 型 的 洗 脱 


例如 ， 也 可 以 用 含有 0.5~ 1 mol/L NaCl 的 0.1molL 醋酸 钠 缓 冲 液 (pH3.0)。 此 外 ， 
结合 蛋白 还 可 以 采用 通过 调节 含 盐 磷 酸 盐 的 pH 到 4.0 或 6.0 所 产生 的 逐步 降低 pH 梯度 
从 柱 上 进行 洗 脱 ; 也 可 以 使 用 咪唑 梯度 对 IMAC 柱 洗 脱 ， 这 时 柱子 必须 预先 用 含有 
lmmol/EL 咪唑 的 缓冲 液 平 衡 ， 即 20 mmol/L 磷酸 钠 缓冲 液 ，0.5 或 1 mol/L NaCl, 1 mmol/L 
咪唑 (pH7.5)。 实 际 的 洗 脱 发 生 在 含有 1 ~ 200mmol/L 咪唑 的 平衡 缓冲 液 梯度 下 ， 对 于 
ABA 1 em 的 柱子 ， 流 速 可 增加 至 $ ml/ 分 钟 〈 线 性 流速 大 约 380cm/ 小 时 ) 。 


再 生 和 保存 


金属 离子 鳌 合 柱 的 再 生 ， 需 要 用 泵 将 大 约 1 倍 体积 的 0.1 ~ lmolL HC 溶液 以 
0.5ml/ 分 钟 流速 冲洗 柱子 ， 除 去 所 有 的 金属 离子 。 当 用 2 倍 柱 体积 的 Sommol/L 磷酸 缓冲 
液 ，lmmolL NaCl (pH7.0) 洗 柱 后 ， 柱 子 即 可 以 再 进行 金属 离子 的 鳌 合 。Fractogel EMD 
整合 载体 对 碱 处 理 也 稳定 ， 因 此 ， 柱 子 可 以 用 O.Smol/L NaOH 清洗 ， 柱 子 的 贮存 ， 应 该 
采用 由 平衡 缓冲 液 制备 的 20% 乙 醇 溶液 。 


问题 及 处 理 


。 由 于 采用 了 高 盐 浓度 ， 可 能 会 发 生 蛋 白质 的 沉淀 。 在 进行 层 析 之 前 ， 必 须 将 样品 过 
滤 或 用 台式 离心 机 离心 的 方法 将 沉淀 化 合 物 除 去 。 

。 如 果 目 的 化 合 物 的 结合 太 强 ， 采 用 其 他 的 金属 盐 可 能 会 获得 更 好 的 结果 ， 因 此 ， 上 
样 这 步 可 以 用 250 mmol/L 的 NiCl,. CoCl, 或 ZnCl, 溶液 MnCl, 或 MgCl, 也 可 能 有 效 。 

。 有 时 必须 加 入 某 种 物质 ， 使 缓冲 液 稍 有 改变 ， 以 稳定 靶 和 蛋白 ， 如 从 酵母 中 纯化 葡 糖 
激酶 ， 采 用 具有 下 列 组 成 的 缓冲 液 A 是 成 功 的 : 20mmol/L 磷酸 缓冲 液 ，lmolL KCl, 
10 mmol/L 葡萄 糖 (pH7.5) ,用 固定 化 的 销 离 子 进行 IMAC, FA pH 为 4.0 的 缓冲 液 A 产 
生 的 递减 咪唑 梯度 洗 脱 ， 可 以 得 到 该 酶 的 单 峰 (Jacob et al. 1991). 


TAC 的 操作 


下 列 方法 可 以 作为 用 TAC 法 分 离 抗体 的 标准 步骤 〈 见 图 2.2)。 按 前 面 讲 过 的 步 又， 
用 Fractogel EMD TA(S) 填 装 超 效 柱 ， 柱 的 大 小 为 S0mm x 10mm， 柱 床 高 度 为 Scm。 
1) 用 5 倍 柱 床 体积 的 缓冲 液 A[ 含 0.8mol/L (NH, ),SO, 的 20 mmol/L 磷酸 缓冲 液 
(pH7.0)), F@EHH, TRA 2ml/ 分 钟 ， 以 后 各 步 的 流速 均 为 1ml/ 分 钟 。 
2) 按 以 下 浓度 制备 人 Y - 球 蛋 白 和 人 血清 白 蛋白 溶液 ; 
将 2mg 人 y - 球 和 蛋白 (Serva，Heidelberg， 德 国 ) 溶 于 1 ml 缓冲 液 A 
将 Smg 人 血清 白 蛋 白 (Sigma, Heidelberg, HH) WF lml 缓冲 液 A 
3) 取 上 述 每 种 溶液 0.1ml 混合 最 终 样品 溶液 。 
4) 取 0.2ml 混合 样品 上 柱 。 
5) 按 着 用 缓冲 液 A 洗 柱 ， 以 除去 不 结合 的 蛋白 (AEA), HF UV 基线 恒定 。 
6) 用 30ml 在 缓冲 液 A 中 的 0.8 ~ Omol/L 硫酸 铵 的 线性 梯度 (Brew BE 30 分 钟 内 同 
由 0% ~ 100% 即 流速 为 1Iml/ 分 钟 ， 缓 冲 液 B 为 20mmol/L RR, AARRMR, H# 


. 19 . 


图 2.2 抗体 在 Fractogel EMD TA 650 (S) 上 的 亲 硫 吸附 层 析 。 将 含有 白 蛋 白 和 免疫 球 蛋 白 
的 混合 样品 上 Fractogel TA 柱 , 柱 的 大 小 为 5S0mm x 10mm, 用 含有 0.8mol/L Fit RH 2mmol/L 
磷酸 钠 缓冲 液 (pH7.0) 先 平 衡 ， 用 无 硫酸 铵 的 20mmol/L 磷酸 钠 缓冲 液 B 组 成 的 递 降 硫酸 秘 
梯度 洗 脱 ， 流 速 为 Im 分钟 。 第 一 个 峰 为 不 结合 的 白 蛋 白 组 分 ， 多 克隆 抗体 可 用 递减 的 盐 
梯度 进行 洗 脱 。 


调节 到 pH7.0) 洗 脱 结合 蛋白 。 
7) 抗体 洗 脱 后 用 2 倍 柱 体 积 的 缓冲 液 B 洗 柱 。 
8) 用 2 倍 柱 体积 的 0.1molL NaOH 溶液 在 0.5ml/ 分 钟 流速 下 对 柱 进行 再 生 。 


其 他 类 型 洗 脱 


此 外 ， 结 合 蛋白 还 可 用 递减 的 硫酸 狠 浓 度 线性 梯度 与 递 升 的 乙 二 醇 浓 度 线性 梯度 
(0% ~ 50%) 相 结合 的 方法 从 柱 上 洗 脱 。 对 于 内 径 为 lem 的 柱子 , 流速 可 增加 至 Sml/ 分 钟 
《线性 流速 大 约 为 380cm/ 小 时 ) ， 虽 然 柱 的 容量 将 略 有 下 降 。 


柱 的 再 生 与 保存 


用 NaOH 溶液 短期 处 理 最 适用 于 Fractogel EMD TA 的 再 生 ， 即 用 2 倍 柱 床 体积 的 
0. 1mol/L NaOH 溶液 在 流速 为 0.5ml/ 分 钟 条 件 下 淋 洗 柱子 ， 也 可 以 用 50% 乙 二 醇 溶液 淋 
洗 再 生 。 从 柱 上 除去 结合 得 很 紧 或 变性 物质 的 另 一 个 成 功 方法 是 用 6molL 尿素 洗 柱 。 
若 用 有 机 溶剂 进行 再 生 ， 线 性 流速 不 应 超过 lem/ 分 钟 。 建 议 采 用 20% (wv) 乙 醇 溶液 进 
行 柱 的 保存 。 


( 陈 常 庆 译 ) 
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第 3 和 章 


双向 水 溶液 系统 的 蛋白 质 纯化 
H. Schiitte 
ly QUEST =| 


在 有 机 化 学 中 ， 液 - 液 分 配 技 术 是 一 种 非常 成 熟 并 已 建立 的 分 离 技 术 。 然 而 ， 在 纯 
化 微生物 来 源 的 生物 活性 蛋白 质 过 程 中 ， 由 于 有 机 溶剂 往往 会 引起 蛋白 质 的 变性 或 沉淀 
而 不 能 使 用 这 一 技术 ; 另 一 方面 ， 生 物 活性 蛋白 的 分 离 可 以 在 含水 量 达 到 90% 的 水 两 
相 系统 中 进行 〈 详 细 介绍 见 Albertsson 1986) 。 一 些 与 水 混合 多 聚 物 的 不 相 容 性 导致 这 些 
相 的 形成 。 如 果 一 个 含有 高 水 溶性 的 多 聚 物 〈 如 聚 乙 二 醇 ) 溶液 与 另 一 个 高 水 溶性 多 聚 
物 〈 如 葡 聚 糖 ) 的 溶液 混合 ， 就 可 以 得 到 依赖 于 多 聚 物 浓度 的 两 相 系 统 。 水 相 系统 同样 
可 以 用 一 种 多 聚 物 和 一 种 盐 ( 如 磷酸 钾 ) 来 组 成 。 在 图 3.1 中 ， 显 示 了 聚 乙 二 醇 /磷酸 钾 
和 聚 乙 二 醇 / 葡 聚 糖 两 相 系统 的 相 图 (Albertsson 1986; Kroner et al. 1982)。 在 双 节 点 曲线 
下 面 ， 可 以 获得 一 均匀 的 溶液 ; 但 如 果 超 出 某 一 浓度 即 发 生 两 相 分 离 形成 PEC 富 集 的 
上 层 相 及 盐 富 集 的 下 层 相 ， 这 时 两 相 将 不 再 混 溶 ， 尽 管事 实 上 两 相 中 均 含 有 大 量 的 水 
(>75%)。 从 点 T 经 M 至 点 B〈 图 3.1 a) 的 连 线 代表 组 成 的 混合 液 均 产 生 相 同 组 成 的 
上 、 下 层 相 ， 但 相 体 积 不 相同 。 同 一 线 上 的 两 相 系统 因此 具有 相同 的 分 配 系数 。 在 转折 
点 C， 加 入 少量 的 水 能 将 两 相 系统 转化 为 均一 的 单 相 ， 这 两 相 在 理论 上 应 具有 相同 的 组 
成 和 体积 及 分 配 系数 1。 分 配 系数 由 方程 (1) 决定 : 


ee (1) 


Cr AC, 分 别 是 化 合 物 在 上 层 和 下 层 相 中 的 平衡 浓度 。 在 相当 大 的 浓度 范围 内 及 一 个 确 
定 的 系统 中 ， 生 物 活 性 蛋白 或 酶 的 分 配 系数 是 恒定 的 。 为 了 使 整个 系统 所 含 的 能 量 最 
少 ， 任 何 分 子 在 相 中 为 了 达到 最 大 数目 的 相互 作用 而 聚集 。Brinstedt 方程 式 为 : 

K = eet (2) 
其 中 入 是 相 系统 以 及 与 相应 化 合 物 相 互 作用 的 特征 常数 ，M 为 分 子 量 ，k 是 Boltzmann 常 
数 ，T 为 绝对 温度 ， 定 量 叙 述 了 分 配 系数 与 分 子 量 和 入 因子 的 指数 关系 (和 未知 )。 如 果 
是 大 分 子 量 化 合 物 ， 如 讨论 的 化 合 物 分子 量 M > 10 ， 单 相 分 布 可 以 产生 分 配 系数 的 巨 
大 变化 。 

盐 对 于 和 蛋 日 质 的 分 配 有 重要 影响 ， 因 为 蛋白 质 的 分 配 主要 由 离子 的 种 类 和 比例 以 及 
它们 对 相 的 不 同 亲 和 力 决定 。 盐 离子 的 不 均匀 分 布 是 造成 相间 静电 势 差 异 的 原因 。 对 于 
一 个 盐 来 说 ， 如 果 其 离子 所 带电 荷 为 Z 和 Z- ， 则 其 静电 位 可 由 下 式 得 出 (Albertsson et 
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图 3.1 a. OCHRZA—S 4000/ 磷 酸 钾 系统 的 相 图 。C. 临界 点 ; T. 上 层 相 组 成 ; B. 下 层 
相 组 成 ; M. 两 相 组 成 。b.20% 聚 乙 二 醇 / 葡 聚 糖 工 500 相 图 (Albertsson 1986). 


al. 1990): 
R:T K- 
oe PRR At ts 
R 为 气体 常数 ，T 是 绝对 温度 ，Z* 和 2Z- ART He, FARRAR, K AK 为 
离子 在 没有 电势 存在 时 的 假定 分 布 常数 ， 齐 是 界面 电势 ，K* 对 K- 之 比 越 大 ， 界 面 电势 
也 越 大 。 在 过 量 盐 存 在 情况 下 ， 和 蛋白 将 按 公式 (4) 分 配 : 
Ink, = K+ 到. 亚 (4) 


K, AVE A RY ot ic ARK, KY 为 当 界 面 电位 (由 过 量 盐 产生 的 ) 为 零 或 蛋白 的 净 电 和 荷 为 
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零 时 的 K, 值 ，Z 为 蛋白 质 的 净 电 荷 。 

根据 公式 (3)， 盐 离子 的 不 同 分 配 产生 了 一 个 界面 电位 ， 它 反 过 来 又 按照 公式 (4) 
影响 蛋白 质 的 分 配 。 

蛋白 质 及 其 他 化 合 物 在 水 两 相 系统 中 的 分 配 受到 许多 因素 的 影响 ， 一 些 重要 的 因素 
见 表 3.1。 其 中 所 列 的 各 种 因素 如 果 不 是 
全 部 ， 至 少 其 中 主要 的 因素 经 确定 不 是 独 £31 在 水 两 相 系 统 中 影响 分 配 系数 的 因素 
立 起 作用 的 ， 因 此 ， 目 前 对 于 一 个 给 定 的 ”组 成 两 相 系统 的 多 聚 物 类 型 
蛋白 质 ， 要 计算 或 从 理论 上 预测 其 分 配 常 多 聚 物 的 平均 分 子 量 
数 是 不 可 能 的 。 通 过 实验 可 以 找到 达到 理 。 元 聚 物 的 分 子 量 分 布 
想 分 配 状 况 的 合适 条 件 。 如 果 能 得 到 目标 
化 合 物 的 快速 分 析 鉴 定 方法 ， 将 相当 有 帮 
助 。 在 任何 分 析 体 积 下 ， 分 配 常数 的 实验 
结果 重 现 性 一 般 在 5% 范围 内 。 该 方法 的 
一 些 基本 方面 及 其 不 同 运用 在 两 本 书 (AL- OM 
bertsson 1986; Walter et al. 1985) 和 一 些 综 温度 
述 中 已 有 讨论 (Kula et al. 1982; Hustedt et 
al. 1985 a，b)。 


3.2 ”从 微生物 匀 浆 中 去 除 细胞 碎片 


为 了 将 细胞 破碎 后 的 胞 内 蛋白 和 细胞 碎片 分 离 ， 必 须 建立 使 靶 蛋 白 和 细胞 碎片 分 配 
至 不 同 相 的 条 件 ; 然而 同时 ， 有 蛋白 的 分 配 系数 和 两 相 的 体积 比 必 须 满 足 获得 高 产量 的 蛋 
白质 。 在 PEG / 盐 系 统 中 ， 将 细胞 碎片 分 配 至 盐 富 集 的 下 层 相 相当 容易 。 例 如 : 在 一 个 
由 18% (w/w) PEG 1540, 7% (w/w) BERR EF AN 20% (ww) 破 裂 细 胞 组 成 的 系统 中 ， 许 多 
微生物 ， 如 酵母 、 细 菌 等 的 细胞 碎片 ， 均 定量 分 配 至 下 层 液 相 中 ，18/7 的 混合 比 明显 位 
于 携带 系统 的 双 节 点 曲线 之 下 〈 见 图 3.1) ， 表 明 破 裂 细 胞 中 的 多 聚 物 如 预期 那样 导致 
相 的 形成 。 

细胞 碎片 分 配 至 下 层 相 并 不 意味 着 所 要 的 蛋白 质 一 定 分 配 至 上 层 相 中 。 这 通常 很 难 
达到 。 对 于 这 一 问题 ， 没 有 一 般 的 规律 可 循 ， 而 必须 靠 经 验 来 解决 ， 其 中 重要 的 因素 包 
括 PESG 的 分 子 量 、 系 统 的 pH 值 、 盐 和 细胞 匀 浆 的 浓度 及 其 他 因素 ( 见 表 3.1)。 通 过 这 
些 因 素 的 充分 变化 和 组 合 ， 可 以 获得 所 有 条 件 下 的 适合 提取 过 程 的 条 件 。 表 3.2 BAT 
从 不 同 微生物 的 破裂 细胞 中 提取 一 些 酶 的 典型 数据 ， 同 时 总 结 如 下 : 
。 在 许多 情况 下 用 单 步 提取 可 获得 超过 90 狗 的 实际 收 率 。 
。 分 配 系数 主要 在 2 ~ 20 之 间 。 
。 在 许多 情况 下 ， 大 量 的 杂 有 蛋白 〈 可 达 90%) 与 细胞 碎片 一 起 可 以 与 靶 蛋 白 进 行 分 离 。 
。 在 许多 情况 下 可 以 使 用 PEG/ 盐 系统 。 
。 在 相 系统 中 细胞 勺 浆 的 浓度 主要 在 20% ~ 30% (ww) 之 间 。 


连接 线 的 长 度 〈 浓 度 的 复杂 功能 ) 
组 成 或 加 入 系统 的 离子 类 型 
离子 强度 
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表 3.2 ”从 细胞 匀 浆 中 分 离 提取 酶 
来 源 酶 相 体系 组 成 Ke 产量 (%) 


Candida boidinii FR PRE Ae SS PEG 4000/ 粗 葡 聚 糖 10.8 94 
甲酸 脱氧 酶 PEG 4000/ 粗 葡 聚 糖 7.0 91 
甲酸 脱氧 酶 PEG 1000/ 磷 酸 钾 4.9 94 
异 丙 醇 脱 氢 酶 PEG 1000/ 磷 酸 钾 18.8 98 
Saccharomyces carlsbergensis a ~ 7 HF PEG 4000/ 葡 聚 糖 T500 3 75 
Saccharomyces cerevisiae a- 葡 糖苷 酶 PEG 4000/ 葡 聚 糖 T-500 YN 86 
葡萄 糖 - 6 -磷酸 脱 氢 酶 PEG 1000/ 磷 酸 钾 4.1 91 
Streptomyces species 葡萄 糖 异 构 酶 PEG 1550/ 磷 酸 钾 3.0 86 
Klebsiella pneumoniae 支 链 淀 粉 酶 PEG 4000/ 葡 聚 糖 T-500 2.96 91 
磷酸 化 酶 PEG 1550/ 葡 聚 糖 T-500 1.4 85 
Escherichia coli FEAR tRNA 合成 酶 PEG 6000/ 磷 酸 钾 3.6 93 
延 胡 索 酸 酶 PEG 1550/ 磷 酸 钾 3.2 93 
天 冬 氨 酸 酶 PEG 1550/ 磷 酸 钾 5:7 96 
青霉素 酰 化 酶 PEG 4000/ 粗 葡 聚 糖 in 90 
Bacillus sphaericus FARKAS PEG 4000/ 粗 葡 聚 糖 9.5 98 
Bacillus species BRA PEG 4000/48 4) 3.2 95 
Brevibacterium ammoniagenus kt RRB PEG 1550/88 RFF 0.24 90 
Lactobacillus species FL At A PEG 4000/ 葡 聚 糖 PL-500 ”6.3 95 


在 相 体系 中 杂 有 蛋白 和 细胞 碎片 的 去 除 是 上 述 处 理 过 程 的 一 个 重要 经 济 因素 ， 这 样 就 
可 以 省 略 1~2 步 与 细胞 碎片 在 一 起 的 杂 有 蛋白 的 起 始 纯化 步 又， 而 通常 这 些 步骤 一 般 在 
细胞 碎片 用 过 滤 或 离心 法 去 除 后 进行 。 此 外 ， 大 多 数 核 背 酸 和 多 糖化 合 物 在 第 一 步 提取 
中 也 可 能 被 除去 。 另 一 重要 方面 是 所 用 的 多 聚 物 增强 了 酶 活性 的 稳定 性 。 分 离 过 程 可 以 
在 室温 下 进行 而 无 需 冷 却 。 


3.3， 如 何 寻 找 合适 的 分 配 条 件 
探索 性 实验 


探索 性 实验 一 般 是 在 10g 规模 上 进行 ， 使 用 的 多 聚 物 贮存 液 ( 葡 聚 糖 20% , PEC 
50% , 盐 40% ) 均 按 重 量 比 配制 。 例 如 ， 不 同 量 的 PEC 1540 和 盐 贮 存 液 均 先 称 重 并 置 于 
10 ml 梯度 离心 管 中 。 盐 和 PEC 可 以 以 固体 的 形式 或 如 前 述 的 浓 的 贮存 液 加 入 细胞 匀 
浆 ， 调 节 pH 值 并 固定 ， 加 入 水 至 系统 的 总 重量 为 10g。 通 常 分 配 试验 在 室温 下 进行 ， 
用 涡 旋 振荡 器 (大 约 3 分 钟 ) 或 试管 旋转 仪 (5 wmin,20 ~ 30 分 钟 ) 进 行 混 合 。 当 大 量 的 成 
分 以 固体 形式 加 入 时 推荐 采用 后 一 种 混合 方法 。 用 吊 桶 式 转 头 2000g 离心 $ 分 钟 使 两 相 
分 离 ,标记 好 相 体 积 并 重复 离心 确保 两 相 彻 底 分 离 。 如 果 某 一 相 体系 已 形成 与 第 一 次 离 
心 后 体积 比 保持 恒定 ,记录 相 体 积 ,用 移 液 管 转 移 上 层 相 并 分 析 所 要 产品 的 浓度 。 如 果 感 . 
兴趣 或 有 必要 的 话 ,同时 分 析 粘 性 下 层 相 中 产物 的 浓度 , 靶 蛋 白 的 分 配 系 数 多 可 以 通过 
上 层 相 的 活性 (U/ml) 除 以 下 层 相 的 活性 (U/ml) 获 得 。 

从 酿酒 酵母 CS. cerevisiae) 中 分 离 延 胡 索 酸 酶 可 以 作为 上 述 整 个 过 程 的 例子 。 


从 酿酒 酵母 分 离 延 胡 索 酸 酶 


将 酿酒 酵母 细胞 悬浮 于 100mmolL 磷酸 钾 缓 冲 液 中 ，pH7.5， 获 得 40% (w/v) 的 细 
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ARR, MRR pH 值 ， 然 后 ， 细 胞 的 破碎 可 以 用 连续 操作 的 球磨 搅拌 器 
(Schiitte and Kula 1990a) 或 由 高 压 匀 浆 器 (100MPa)(Schiitte and Kula 1990b) 球 磨 机 连续 处 
理 两 次 来 完成 ， 细 胞 破碎 后 匀 浆 的 pH 值 必须 调节 至 7.$S。 用 标准 方法 测定 酶 的 活性 
(U/ml) 和 和 蛋白 的 含量 (mg/ml) ,并 计算 勺 浆 的 比 活性 (U/mg)。 

在 实验 室 中 一 般 处 理 的 10g 标准 体系 中 ， 含 有 (以 延 胡 索 酸 酶 为 例 ): 


50% (w/w) SJR (40% w/v) = 5.0g 
17% (w/w) 聚 乙 二 醇 (PEC1500) = 1.7g 
7% (w/w) 磷酸 钾 (pH8.0) = 0.7g 
26% (w/w) 去 离子 水 = 2.6g 


100% 10.0g 


为 了 计算 一 给 定 的 水 相 体系 中 的 总 单位 数 〈100% )， 有 必要 注意 ，S$g 匀 浆 的 体积 
一 般 为 4.7 或 4.8ml， 而 不 是 Sml。 

经 过 上 述 混 合 和 离心 后 ， 从 实验 中 应 确定 如 下 数据 : 
© 在 两 相 中 所 要 酶 的 浓度 
。 两 相 中 蛋白质 的 含量 
。 上 层 相 和 下 层 相 的 体积 
。 两 相 的 pH 
。 两 相 中 的 总 单位 数 和 总 毫克 数 
。 上 层 相 中 所 要 酶 的 产量 ， 专 一 性 和 纯化 常数 

如 果 相 体系 的 体积 比 不 是 最 佳 (2/3 上 层 相 ,1/3 下 层 相 ) 或 在 上 层 相 中 所 要 酶 的 产量 
低 于 90% ， 为 了 进一步 优化 可 以 改变 下 列 因 素 : 
。 匀 浆 的 量 
。 PEG 1540 的 量 
。 磷酸 钾 的 量 
。 £8 pH (K,HPO, 和 KH,PO, 的 混合 液 ) 

原则 上 ， 只 分 析 上 层 相 就 足够 了 ， 因 为 含有 细胞 碎片 等 的 富 含 盐 的 下 层 相 将 被 丢 
弃 ， 而 PEC 富 集 的 上 层 相 中 应 含有 所 需要 的 酶 。 含 有 酶 的 一 相 不 能 直接 应 用 于 一 般 的 
柱 层 析 技术 ， 因 为 其 粘度 太 高 。 因 此 ， 为 了 建立 两 相 体系 而 引信 酶 液 的 PEG 必须 除去 ， 
有 许多 方法 可 以 用 来 达到 这 个 目的 。 一 个 简单 的 方法 是 像 下 面 讨论 的 ， 在 PEC 富 集 的 
上 层 相 中 加 入 盐 ， 以 产生 一 个 新 的 相 体系 ， 使 所 要 的 酶 转移 至 盐 相 中 。 


3.4 用 后 续 分 配 步 骤 进 一 步 纯化 


在 第 一 步 提取 过 程 中 ， 通 过 离心 或 分 离 器 被 分 配 至 上 层 相 中 的 蛋白 可 以 用 加 入 合适 
浓度 的 盐 以 形成 第 二 个 两 相 体系 的 方法 而 得 到 进一步 纯化 。 这 样 ， 大 部 分 的 PEC 和 一 
部 分 盐 〈 如 果 第 一 系统 为 PEG/ 盐 系统 ) 得 到 了 再 利用 。 靶 蛋白 在 这 一 步 中 为 了 从 大 量 
粘 稠 的 PEC 中 分 离 ， 应 转移 到 下 层 的 盐 富 集 相 〈 例 如 ， 通 过 改变 pH 或 加 入 少量 的 
NaCl)。 为 了 分 开 两 相 ， 可 在 一 简单 的 容器 中 静 置 30 ~ 90 分 钟 即 可 获得 明显 分 离 的 两 
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相 。 当 需要 进行 多 步 分 离 时 (Hustedt et al. 1985b) ， 利 用 重力 作用 在 合适 的 静 置 容器 或 
混合 器 中 可 以 毫 不 费力 以 任意 规模 进行 连续 分 离 。 
为 了 将 延 胡 索 酸 酶 从 PEC 富 集 相 转移 至 盐 富 集 的 下 层 相 ， 可 采用 下 列 体系 ; 


60% (w/w) EAI = 6g 
7% (w/w) 磷酸 钾 盐 混合 物 (pH7.0) 三 0.7g 
0.5% (w/w) NaCl = 0.05g 
32.5% (w/w) 去 离子 水 三 3.25g 


100% 10.0g 


为 了 进一步 优化 可 以 改变 下 列 因 素 : 
。 上 层 相 的 量 
。 磷酸 钾 盐 的 量 
。 盐 混合 液 的 pH 
© NaCl 的 量 
。 加 入 PEG 10000 

如 前 所 述 进行 相 的 混合 和 分 离 后 ， 对 两 相 均 需 进 行 分 析 。K 值 最 小 应 该 在 0.01 范 
围 内 ， 以 期 在 下 层 盐 富 集 相 中 获得 高 产量 的 延 胡 索 酸 酶 ， 表 3.3 归纳 了 从 酿酒 酵母 中 提 
取 延 胡 索 酸 酶 的 实验 数据 (10g 的 规模 )。 经 过 两 步 液 - 液 提 取 过 程 的 流程 见 图 3.2。 表 
3.4 列 出 了 一 些 蛋 白 的 纯化 效率 。 


PEC- 盐 体系 1. 提取 


PEG ; 
ig | 新 路 线 
透析 过 滤 
本 进步 纯化 


进一步 纯化 
3.2 进一步 层 析 纯 化 提取 和 蛋白质 的 一 般 过 程 图 解 。 


= JR * 


表 3.3 “用 一 步 或 几 步 分 配 步 骤 部 分 纯化 酶 的 例子 


酶 来 Ki 分 配 步 骤 数 (N) BORK BH (%) 
支 链 淀粉 酶 Klebsiella pneumoniae 4 6.3 70 
a-1，4- 葡 聚 糖 磷酸 化 酶 Klebsiella pneumoniae 2 235 81 
延 胡 索 酸 酶 Brevibacterium ammoniagenes 3 8.8 70 
天 冬 氨 酸 酶 Escherichia coli 3 23 68 
葡萄 糖 脱 氢 酶 Bacillus species 3 33 83 
亮 氨 酸 脱 氢 酶 Bacillus sphaericus 2 77 97 
甲酸 脱 氢 酶 Candida boidinii 4 4.4 70 
葡萄 糖 异 构 酶 Streptomyes species 1 2.5 86 
B- 葡 糖苷 酶 Lactobacillus cellobiosus 1 2.4 98 
FRE 人 成 纤维 细胞 1 350 86 


第 一 步 分 配 步骤 的 目的 往往 是 为 了 除去 破碎 的 细胞 〈 干 扰 素 除外 )。 


表 3.4 用 液 - 液 提 取 法 从 酿酒 酵母 中 初步 纯化 延 胡 索 酸 酶 


om 体积 活性 “总 活性 ”蛋白质 总 蛋白 质 专 一 性 活性 产 率 纯化 
(wml) (U) (mg/ml) (mg) (U/mg) (%) (倍数 ) 

粗 抽 提 物 48 14.6 70.1 39.2 188.2 0.37 100 1.0 

1. 上 层 提取 物 6.5 10.4 67.6 12.1 78.7 0.86 96.4 2.3 


2. FERRD 4.9 12.0 58.8 8.9 43.6 1.35 83.9 3.6 


3.5 水 相 两 相 体系 的 放大 


大 量 酶 的 提取 由 于 相 系 统 的 快速 平衡 、 技 术 操作 的 简单 性 以 及 可 获得 市 售 的 必须 设 
备 而 变 得 简单 易 行 。 酶 的 提取 回收 可 在 10g 至 lt 以 上 的 相 体系 中 进行 。10g 体系 中 的 各 
种 组 成 可 以 按 比例 放大 ， 在 实验 误差 范围 内 ， 可 以 获得 相同 的 结果 ， 如 从 量 状 芽孢 杆菌 
(Schiitte et al. 1985) 中 纯化 亮 氢 酸 脱 氢 酶 。 


从 蜡 状 芽孢 杆菌 中 纯化 亮 氨 酸 脱氧 酶 


30kg 蜡 状 芽孢 杆菌 细胞 用 连续 运转 的 工业 搅拌 磨 打 碎 ， 再 经 63% 热处理 10 分 钟 。 
为 了 提取 蜡 状 芽孢 杆菌 匀 浆 ， 加 入 PEG 1540 固体 和 磷酸 钾 盐 固体 (pH8.0 混合 物 ) ti 
拌 1 小时， 形成 PEC/ 盐 系统 并 确保 分 配 达到 平衡 。 整 个 提取 体系 由 18% (w/w) PEG 
1540 (25.2kg), 7% (w/w) 磷酸 钾 盐 (9.8kg)，70L 细胞 匀 浆 和 去 离子 水 组 成 了 140kg 
(128L) 的 相 体 系 。 液 - 液 分 离 采 用 盘 状 分 离 器 (Westfalia separator model SAOH-205， 
Westfalia AC，Oelde， 德 国 ) ， 速 度 100 UL 小 时 ， 在 上 层 PFCG HI (86L) PA 98% KH) L- 
亮 氨 酸 脱 氢 酶 ， 该 相 中 无 固体 颗粒 。 酶 的 比 活 经 过 这 一 步 后 与 细胞 匀 浆 相 比 提高 了 11 
倍 ， 比 用 传统 离心 方法 报道 的 活性 提高 了 2.2 倍 。 

第 二 相 体系 最 终 体积 为 172L， 含 有 86L 的 上 层 相 I 11% (wv) 磷酸 钾 盐 (pH7.0 
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混合 物 ) MAME 0.3mol/L 的 NaCl. HR 1 小 时 后 ， 在 静 置 容器 中 利用 重力 作用 进 
行 两 相 的 分 离 ， 两 相 的 完全 分 离 需要 30 分 钟 。 收 集 下 层 相 后 用 10mmol/L 磷酸 缓冲 液 
(pH7.5) 进行 透析 ， 然 后 ， 按 表 3.5 (Schiitte et al. 1985) 方法 进行 酶 的 进一步 纯化 。 


表 3.5 工 - 亮 氨 酸 脱氧 酶 的 纯化 


体积 蛋白 总 活性 比 活 产量 纯化 
(L) () —(v. 1073) 人) ( 信 数 ) 
初 提 70 723 434 0.6 100 1.0 
热处理 70 145 421 2.9 97 4.8 
LEA! 86 61 412 681° 95 11.3 
FEAT 99 40 373 9.3 86 15.5 
透析 2.4 22 360 16 83 26.7 
DEAE-Sephacell 4.7 13 308 24 71 40 
Sephacryl S-200 0.48 6.3 260 41 60 68.3 
Sepharose 4B 1.4 3.6 208 57 48 95 

氧化 去 氨基 化 分 析 。 


Hart 等 (1994) 报道 了 从 大 肠 杆 菌 中 原 位 大 量 分 离 周 质 人 胰岛 素 样 生长 因子 I 
(IGF-I) 的 方法 ，ICF- 工 当 带 有 内 源 的 分 泌 信 和 号 序列 在 大 肠 杆 菌 中 表达 时 ， 其 产物 以 折 
丢 的 和 聚合 体 两 种 形式 存在 于 发 酵 培养 基 和 细胞 周 质 中 。 由 于 其 存在 形式 和 位 置 的 不 均 
一 性 ， 采 用 典型 的 折射 回收 战略 (refractile body recovery strategy) 只 能 获得 低 收 率 的 
IGF- 工 .为 了 提高 收 率 ， 采 用 了 当 细 胞 还 在 培养 基 中 时 即将 IGF-1! 溶解 并 提取 出 来 。 这 一 
方法 称 为 原 位 溶解 法 ， 包 括 加 入 离 液 剂 (ARE 2 molL 尿素 ) 和 还 原 剂 〈 终 浓度 为 10 
mmol/L 二 硫 苏 糖 醇 ) 至 碱 性 的 发 酵 培 养 基 中 ， 从 分 离 的 上 清 液 中 可 获得 90% 回 收 率 的 
IGF- 工 。 在 用 水 两 相 提 取 过 程 将 非 天 然 的 可 溶性 ICF- 工 和 大 量 生物 固体 分 配 至 分 离 两 液 
Ue, MABRY (PEG 8000) Hit RRA) 至 可 溶 的 混合 物 中 ， 在 上 层 相 中 获 
得 90% 回 收 率 的 可 溶性 IGF- 工 ， 水 溶解 和 水 相 提 取 过 程 在 10 ~ 1000L 的 范围 内 具有 重复 
性 ， 在 分 离 的 上 层 相 中 最 终 可 获得 70% 回收 率 的 IGF- 工 。 总 之 ， 原 位 溶解 和 水 两 相 分 
离 体系 提供 了 一 种 在 发 酵 过 程 中 提取 以 不 同形 式 积累 的 重组 蛋白 的 新 的 高 产量 的 分 离 方 


3.6 连续 串联 提取 


表 3.3 总 结 了 已 进行 的 由 几 个 连续 的 、 单 级 提取 相 结 合 的 批量 提取 纯化 过 程 。 然 
而 ，Hutstedt 等 (1985b, 1987) 设计 了 一 种 可 连续 串联 提取 的 装置 。 进 行 大 量 蛋 白质 提 
取 回 收 的 水 相 体系 过 程 需 两 个 技术 操作 : @ 相 成 分 的 混合 及 其 后 在 相 中 的 分 散 ; OFAN 
分 离 。 两 者 都 容易 连续 进行 。 用 连续 串联 提取 法 纯化 酶 的 流程 见 图 3.3。 贮 存 的 PEC 和 
盐 溶液 注入 到 细胞 匀 浆 中 ， 混 合 物 经 过 第 一 平衡 混合 器 后 通过 第 一 分 离 器 ， 流 出 的 含有 
细胞 碎片 和 大 部 分 杂 和 蛋白 的 下 层 相 被 丢弃 。 含 有 产品 的 上 层 相 工 收集 至 一 容器 中 ， 在 加 
和信 盐 溶液 至 流动 相 以 形成 第 二 个 相 分 离 体 系 前 ， 从 该 容器 中 用 和 泵 使 上 层 相 工 流 过 第 二 平 
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图 3.3 和 蛋白质 纯化 的 连续 串联 提取 流程 图 。( 引 自 Hustedt et al. 1985b) 


衡器 ， 然 后 在 第 二 分 离 器 中 分 离 。 流 出 的 下 层 相 ( 盐 富 集 相 ) 含有 产品 ， 而 PEG 富 集 
的 上 层 相 可 以 再 循环 或 丢弃 。 这 样 一 个 装置 用 一 台 个 人 电脑 〈Westalia AC，Oelde， 
FRG) 进行 连续 操作 控制 ， 一 天 (8 小时) 可 以 处 理 200kg 的 生物 多 聚 物 (Hustedt et al. 
1987). Kroner (1984) 对 大 量 酶 回收 的 经 济 性 以 及 从 水 相 中 用 液体 提取 法 提高 回收 率 
等 进行 了 讨论 ， 并 与 其 他 方法 进行 了 比较 。 


3.7.8. 


水 两 相 体系 对 于 分 离 许多 水 相 容 性 物质 〈 从 肽 到 细胞 ) 非常 有 效 。 分 离 的 选择 性 一 
般 随 着 分 离 分 子 或 颗粒 大 小 而 增加 。 分 配 及 分 离 能 力 受 一 些 因素 影响 。 水 两 相 体系 非常 
适宜 大 量 纯化 生物 物质 如 酶 以 及 其 他 生物 活性 蛋白 。 这 一 新 技术 的 特征 为 : 
。 高 容量 性 
“在 任何 规模 的 易 操作 性 
“方便 及 精确 的 放大 
“产物 的 高 回收 率 
。 低 投资 消耗 
“连续 处 理 的 高 潜在 力 
。 对 化 学 品 的 相对 大 需求 
此 外 ,在 后 续 的 柱 层 析 分 离 中 没有 观察 到 对 提取 物 所 造成 的 不 良 影响 〈 图 3.2)。 


( 沈 国 祥 译 Qc 陈 常 庆 校 ) 
» Sr 
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第 4 章 


采用 非 孔 状 硅胶 珠 填充 的 短 柱 作 蛋 白质、 多 肽 和 须 基 本 的 
快速 HPLC 分 离 


F. Godt, R. M. Kamp 


4.1 5 ea 


多 年 来 ， 由 于 硅胶 的 许多 独特 性 质 而 使 基于 硅胶 的 层 析 支 持 物 的 柱 层 析 在 HPLC 分 
析 中 占有 重要 地 位 。 技 术 上 的 发 展 产 生 了 直径 仅 为 1.S$pum 的 无 孔 硅 胶 填 充 颗 粒 ， 硅 胶 
的 无 孔 性 消除 了 颗粒 内 的 扩散 ， 可 具有 的 自由 表面 使 得 蛋白 质 和 介质 之 间 的 相互 作用 和 
物质 转移 不 受到 阻碍 ， 从 而 显著 地 改善 了 分 析 的 灵敏 度 。 由 于 短 柱 具有 非常 光滑 的 内 表 
面 、 不 锈 钢 网 和 纤维 滤 腊 夹心， 加 上 高 质量 的 装 柱 技 术 ， 缩 短 了 分 析 时 间 并 减少 了 溶剂 
的 消耗 。 快 速 分 离 也 缩短 了 与 溶剂 和 介质 接触 的 时 间 ， 这 些 接触 往往 会 导致 生物 分 子 活 
性 的 丧失 或 三 级 结构 的 破坏 。 

小 颗粒 载体 改善 了 HPLC 的 分 离 效 果 ， 用 1.5um 硅胶 颗粒 填充 的 30 ~ 33mm 柱子 具有 
与 用 Sum 材料 填充 的 25cm 柱子 相同 的 理论 塔 板 数 (代表 层 析 柱 的 分 离 效 率 ) ,而 分 离 时 间 则 
可 以 从 几 个 小 时 缩短 到 几 分 钟 。 尖 锐 的 峰 形 提高 了 检测 极限 ,使 得 痕 量 的 杂质 也 能 被 检测 。 

用 有 筷 的 硅胶 进行 生物 分 子 的 经 典 分 离 往往 会 引起 非 专 一 性 的 吸附 ,而 在 下 一 轮 分 离 
中 这 些 被 吸附 的 分 子 被 洗 脱 。 无 孔 硅胶 由 于 无 孔 性 ,表面 不 会 吸附 物质 ,被 分 离 物 质 可 以 达 
到 100% 的 回收 率 。 无 孔 层 析 柱 已 被 用 来 快速 分 离 大 的 生物 分 子 , 如 蛋白 质 (Unger 1986; Janzen 
1987)。 当 层 析 柱 的 温度 升 高 至 80Y ,分 离 过 程 甚至 可 缩短 为 数秒 (Kalghatgi 1987) 

无 孔 介 质 也 被 用 于 肽 图 (Kalghatgi 1987, 1989; Jilge 1987) ， 下 面 将 以 细胞 色素 e 的 
胰 蛋 和 白 酶 酶 解 肽 段 为 例 ， 对 此 进行 讨论 。 

无 孔 层 析 柱 在 小 分 子 化 合 物 如 氨基 酸 分 离 上 的 应 用 是 在 1993 年 (Stromer 1993) 首 
次 被 研究 。 使 用 含有 离子 对 的 水 缓冲 液 加 入 含 离子 对 的 试剂 以 及 甲醇 作为 有 机 改 性 剂 ， 
FE 7 分钟 内 使 得 14 种 氨基 酸 得 到 了 分 离 ， 为 了 使 检测 灵敏 度 达到 低 的 pmol 水 平 ， 在 进 
样 前 氨基 酸 用 o- 邻 葵 二 甲醛 进行 衍生 化 。 


4.2 洗 脱 剂 
4.2.1 水 性 缓冲 液 


分 离 和 蛋白质、 多 肽 和 氨基 酸 可 以 采用 不 同 的 缓冲 液 , 如 0.1% 的 三 氟 乙 酸 (TRA), BF 
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酸 匀 、 甲 酸 匀 或 磷酸 钠 。 分 离 蛋白 质 和 多 肽 时 ,为 了 便于 进一步 的 研究 ,优先 采用 低 盐 
浓度 和 具有 挥发 性 的 缓冲 液 , 通常 0.1%TFA 在 进行 反 相 柱 层 析 时 即 足 以 使 样品 离子 化 。 


制备 水 性 洗 脱 剂 


1) 使 用 去 离子 化 并 经 过 超 滤 处 理 的 水 。 

2) 在 洁净 的 玻璃 器 四 中 制备 流动 相 。 

3) 对 于 TRA 缓冲 液 使 用 序列 测定 级 或 经 三 次 燕 馏 的 TEA. 

4) 含 盐 的 缓冲 液 每 升 加 入 lmg 礁 氨 化 钠 以 抑制 微生物 的 生长 。 

5) 用 0.45km 滤 膜 过 滤 缓冲 液 。 

6) 用 超声 波 或 更 好 采用 连续 脱 气 系统 如 ERC(Alteglofsheim ,德国 ) 进 行 水 性 缓冲 液 的 脱 气 。 
7) 每 周 制备 新 的 水 性 缓冲 液 。 


4.2.2 有 机 改 性 剂 


在 用 反 相 系统 分 离 蛋白 质 、 多 肽 和 氨基 酸 时 可 以 使 用 不 同 溶剂 ， 所 选用 的 有 机 改 性 
剂 要 保证 在 使 用 波长 处 只 有 微弱 的 吸收 。 分 离 大 的 玻 水 性 蛋白 时 ， 丙 醇 是 一 种 比 乙 氰 或 
甲醇 更 强 的 洗 脱 剂 ， 而 小 分 子 多 肽 用 乙 氰 即 可 达到 令 人 满意 的 分 离 效 果 。 氢 基 酸 通常 用 
水 性 缓冲 液 和 洗 脱 能 力 低 于 两 醇和 乙 氰 的 甲醇 进行 梯度 洗 脱 。 


有 机 溶剂 的 制备 


1) 只 能 采用 HPLC 级 的 有 机 溶剂 。 

2) 只 能 使 用 洁净 和 干燥 的 玻璃 器 严 。 

3) 加 入 10 儿 的 水 性 缓冲 液 以 避免 基线 的 上 升 。 

4) 用 超声 波 或 最 好 使 用 连续 脱 气 系统 如 ERC (Alteglofsheim 德国 ) 去 除 气体 。 


4.2.3 样品 制备 


将 蛋白 质 或 多 肽 溶解 在 起 始 缓冲 液 中 制备 成 浓度 为 1 ~ 100pmol2 ~ 4 由 的 溶液 ， 该 
溶液 中 不 能 含有 不 溶性 颗粒 。 稀 释 的 样品 应 采用 冷冻 干燥 系统 进行 浓缩 ， 最 好 带 有 离 
心 ， 而 且 不 要 完全 冻 干 。 为 了 防止 溶解 干 样品 时 遇 到 的 问题 ， 尽 可 能 取 酶 解 消 化 液 或 经 
预 分 离 后 的 样品 直接 进 样 ; 为 了 达到 有 足够 分 辨 率 ， 进 样 体积 要 尽量 小 。 进 样 阀 的 样品 
室 的 室 体积 应 为 2~ 4 岂 ， 使 用 甲醇 清洗 过 的 精密 注射 器 ， 进 样 时 避免 带 人 气泡 。 对 于 自 
动 进 样 器 ， 使 用 微量 样品 管 以 确保 样品 溶液 是 在 管 底 。 


4.3 SORnNZSANAS 


4.3.1 材料 
HPLC 系统 


— BiG HPLC ® (4/5 510; Waters Co., Milford, MA) 
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— BA 4ul Fin ERE (Rheodyne, Cotati, CA) 

一 混合 体积 为 300Ml MAR REYRA1X (BioRad, Hercules, CA) 

一 自制 的 柱 烘箱 

一 光 二 极 管 矩阵 检测 器 (型 号 996, Waters Co. , Milford, MA), Millenium 2.0 软件 (Waters 
Co. ,Milford , MA) 

— JAZEA 1.5m 无 孔 硅 胶 颗 粒 (Micra Scientific, Northbrook, IL, USA) 的 NPS 1.5um 层 析 
柱 ( 尺 寸 :33mm x 4mm) 

一 Kovasil MS-H 1.5um 层 析 柱 ( 尺 寸 :30mm x 4mm; 由 Dr. Herbert Funke 赠送 , Lautenring 
29,85235 Pfaffenhofen， 德 国 ) 

一 含有 7km 和 3ium 不 锈 钢 滤 网 的 预 柱 (Knauer CmbH，Berlin， 德 国 ) 


试剂 


一 缓冲 液 A:0.1%TFA 水 溶液 [用 0.45um 滤 膜 过 滤 (Schleicher and Schuell，Dassel， 德 国 ) 
和 脱 气 连 续 装 置 脱 气 (ERC 型 号 3112; ERC,Alteglofsheim ,德国 ) ]。 
一 缓冲 液 B:0.1%TFA 的 乙 氨 溶液 ,如 缓冲 液 A 一 样 进行 过 滤 、 脱 气 处 理 。 


4.3.2 蛋白 质 和 多 肽 的 逐步 柱 层 析 


如 果 是 第 一 次 用 此 系统 分 离 一 未 知 混合 样品 , 按 如 下 步骤 进行 : 

1) 平衡 层 析 柱 5 分钟。 

2) 在 未 上 样 、 室温 、 检 测 波长 220nm、 流 速 1ml/ 分 钟 的 条 件 下 ,缓冲 液 梯度 由 0% B 到 
100% B 线性 洗 脱 运行 30 分 钟 。 

3) 如 果 运 行 结 果 显 示 稳 定 的 基线 ,将 1~ 20vg 和 蛋白质 或 多 肽 溶 在 2~ 4 由 HPLC 起 始 缓冲 
液 A 中 ,上 样 。 

4) 通过 改变 梯度 斜率 和 柱 温 ,优化 梯度 达到 所 有 成 分 能 完全 分 离 。 

5) 收集 各 峰 作 进一步 研究 。 
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样品 名 :100pg TP50 B. st. 799 in 2hlPuA auf Kovasil 30X4 


10.00 分 钟 20.00 


图 4.1 a. 用 33mmx 4mm Micra NPS 1.5um 层 析 柱 分 离 4 种 蛋白 。 缓 冲 液 B( 见 正文 ) 的 梯度 
为 :在 3 分 钟 内 由 20% 升 至 60% ,再 在 0.5 分 钟 内 由 60% 升 至 100% ,并 维持 0.5 分 钟 ,然后 在 
0.5 分 钟 内 降 至 20% 。 再 在 2 由 起 始 缓冲 液 中 溶解 a. 核糖 核酸 酶 b. 细 胞 色素 c\e. 溶 菌 酶 和 
d.8B- 乳 球 蛋白 各 10uwg。b. 用 30mm x 4mm Kovasil 1.5pm 2 #f £43 BB. stearothermophiles 799 
50S 核糖 体 亚 基 的 各 蛋白 。 缓 冲 液 B 的 梯度 为 :在 25 分 钟 内 由 10H BE 50%, BHEIDAA 
由 50% Ft B 80% ,并 在 80 多 浓度 维持 1 分钟, 然后 在 1 分 钟 内 由 80 色 降 至 10% ,并 在 10%B 
冲 液 B 中 继续 维持 1 分 钟 。100vg 总 蛋白 溶解 在 总 共 2 由 的 起 始 缓冲 液 中 ,所 有 分 离 均 在 
60YC 下 进行 并 用 220nm 波长 检测 。 


4.1 显示 了 4 种 蛋白 质 、 核 酸 酶 .细胞 色素 c\ 溶 菌 酶 和 8B- 乳 球 蛋 白 的 分 离 。 图 
4.2 为 两 个 不 同 柱子 对 细胞 色素 e 的 胰 和 蛋白 酶 酶 解 肽 段 分 离 结果 。 


二 


样品 名 :50hg tryptical Peptides of cyt.C from Horse Heart 


20. 00 分 钟 40. 00 


4.2 两 种 不 同 层 析 柱 对 细胞 色素 e 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 段 的 分 离 比 较 。 细 胞 色素 HSL 
脏 提取 后 在 室温 下 用 胰 和 蛋白酶 消化 4 小 时 。a. 短 的 Kovasil MS-H 柱 的 分 离 :直接 进 样 20vg FF 
mo RM B 的 梯度 为 :6 HARE 10%HZ 30% ,再 在 0.5 DHA 300K Z 80% ,并 
维持 0.5 分 钟 ,然后 在 0.5 分 钟 内 由 80% RE 10% ,并 再 此 浓度 维持 0.5 分 钟 。b. 250mm x 
4.6mm Vydac RP, C18 柱 (填充 颗粒 直径 Sum, 由 Knauer, Berlin 填充 ) 的 分 离 ; 上 样 量 为 S0vg。 
缓冲 液 B 的 梯度 变化 为 :50 APPR A EH S% Ft B 40% ,再 在 2 分 钟 内 由 40% 升 至 80% , FF EK 
度 维持 3 分 钟 ,然后 在 2 分 钟 内 由 80 色 降 至 5% ,并 在 此 浓度 再 维持 3 分 钟 。 两 次 分 离 的 流速 
均 为 1Iml/ 分 钟 , 柱 温 60Y ,检测 波长 为 220nm。 


4.4 氨基酸 的 分 离 


对 于 HPLC 设备 的 要 求 和 上 柱 前 的 衍生 化 过 程 ,包括 洗 脱 剂 和 试剂 的 详细 叙述 ,请 参 
见 第 15 章 。 


4.4.1 设备 
材料 


— 30mm x 4mm 层 析 柱 , FA 1.5m Eurospher C18 无 孔 硅 胶 颗 粒 填 充 (Knauer，Berlin, 德国 ) ， 
其 他 公司 的 无 孔 填充 颗粒 层 析 柱 也 可 以 使 用 
一 具有 柱 前 衍生 化 装置 的 自动 进 样 器 (Spark Holland, Ve Emmen, The Netherlands) 


4.4.2 氢 基 酸 的 逐步 柱 层 析 分 离 


1) 用 起 始 缓冲 液 平衡 层 析 柱 5 分 钟 。 
2) 不 进 样 ， 以 空 柱 照 前 述 方法 进行 梯度 洗 脱 。 
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3) 当 基 线 稳定 之 后 ， 再 次 平衡 层 析 柱 5 分 钟 。 
样品 制备 


4) 在 10ul 样品 缓冲 液 中 用 10wl o - 邻 葵 二 甲醛 (OPA) 溶液 衍生 化 10 ~ 100pmol AER 
混合 物 ， 室 温 保温 1 分 钟 后 用 自动 进 样 器 进 样 ， 开 始 梯度 洗 脱 。 
5) 将 各 峰 进 行 积 分 并 计算 氨基 酸 的 组 成 〈 见 第 1S 章 )。 
图 4.3 显示 了 每 种 为 100pmol 的 14 种 氨基 酸 ， 上 柱 前 经 o- 邻 茶 二 甲醛 衍生 化 后 的 
分 离 图 谱 。 缓 冲 液 A 含有 30mmol/L 磷酸 氢 钠 和 lml 四 丁 基 氯 化 铵 ， 用 去 离子 水 调整 体 
积 至 1L，pH5.2。 绥 冲 液 BA HPLC 级 的 甲醇 。 


455nm 


激发 


4.3 7 分 钟 内 14 种 含量 各 为 100pmol 的 氨基 酸 上 柱 前 经 o- 邻 葵 二 甲醛 衍生 化 后 的 分 离 图 
谱 。 流 速 为 1.5ml/ 分 钟 ， 使 用 Shimadzu (Kyoto, Japan) RF-551 型 荧光 检测 器 ， 激 发 波长 
340nm, HERKRKA 45$nm。 缓 冲 液 组 成 见 正文 。 缓 冲 液 B 的 组 成 在 4.5 分 钟 由 2 和 % 升 至 
10%; 再 在 0.5 分 钟 内 由 10 色 升 至 20% ， 然 后 在 3 分 钟 内 由 20 色 升 至 30% ， 最 后 在 2 分 钟 
内 降 至 2% ， 柱 温 为 30%C 。 


4.5 问题 及 处 理 


使 用 无 孔 硅胶 颗粒 作为 填充 材料 的 短 柱 时 ， 流 经 途径 的 总 体积 、 保 留 体积 、 流 经 的 
孔 的 体积 和 进 样 体 积 应 尽 可 能 的 小 。 通 过 减少 整个 流 经 途径 的 体积 可 以 增加 分 辩 率 。 当 
流速 为 lml/ 分 钟 或 1.5 ml/ 分 钟 时 ， 由 于 柱 填充 物 的 孔径 为 1.3wm， 柱 压 通常 很 高 ， 这 时 
可 以 用 增加 柱 温 的 方法 来 解决 。 高 的 温度 也 可 以 增加 分 辨 率 ， 从 而 满足 某 些 分 离 的 要 
求 。 为 了 保护 柱子 ， 在 此 极力 建议 采用 经 过 滤 处 理 的 缓冲 液 、 预 柱 及 小 的 流动 路 径 体 
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积 。 当 水 性 缓冲 液 中 的 盐 浓度 超过 10 mmolEL 时 ， 由 于 盐 在 泵 头 处 的 结晶 可 能 导致 很 小 
的 渗 漏 ， 用 水 连续 经 流出 孔 清 洗 泵 头 ， 或 使 用 后 清洗 整个 系统 可 以 预防 这 一 现象 的 发 
生 。 


柱 的 保存 


。 使 用 高 纯度 的 HPLC 级 溶剂 和 内 标 物 及 预 柱 。 
洗 柱 前 用 80% 甲醇 及 其 后 用 缓冲 液 洗 柱 15 分 钟 。 
。 在 不 上 样 前 用 梯度 洗 脱 法 检查 柱 的 清洁 度 。 
。 用 标准 蛋白 、 多 肽 或 氨基 酸 检 测 柱 的 分 离 效 率 。 
为 了 防止 硅胶 的 水 解 ， 严 禁 使 用 pH<2 或 pH>8 的 缓冲 液 。 
如 果 柱 后 压力 过 高 ， 更 换 预 柱 。 
。 如 果 出 现 “和 鬼 ” 峰 ， 通 过 下 列 方法 进行 柱 的 再 生 。 
一 用 水 洗 柱 直至 获得 稳定 的 基线 。 
一 用 甲醇 替代 水 清洗 至 获得 稳定 的 基线 。 
一 再 用 氯仿 替代 甲醇 将 所 有 杂质 洗 出 。 
一 -用 甲醇 清洗 。 
一 用 起 始 水 性 缓冲 液 平衡 层 析 柱 。 
一 用 标准 混合 物 检 测 分 辨 率 。 
。 将 柱 保存 于 80% HN FR. 
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无 孔 硅胶 颗粒 提高 了 柱 层 析 的 效率 ， 使 用 这 种 微小 球状 颗粒 可 以 快速 分 离 不 同 大 小 
的 生物 分 子 如 蛋白 质 、 多 肽 和 氨基 酸 。 此 外 ， 这 些 形成 尖锐 洗 脱 峰 的 被 分 离 生物 活性 分 
子 的 洗 脱 体积 往往 只 有 几 微 升 到 1 ml， 这 样 就 避免 了 许多 浓缩 步骤 ， 减 少 了 暴露 于 极端 
条 件 的 机 会 。 尽 管 通过 流动 孔 之 间 的 样品 量 减 少 了 ， 但 检测 的 灵敏 度 高 于 用 有 和 孔 硅胶 柱 
的 灵敏 度 。 用 无 孔 硅胶 颗粒 填充 的 柱子 可 以 耐 受 300bar 的 压力 ， 取 决 于 所 用 的 柱 和 流 
速 。 新 的 过 滤 技 术 已 大 大 减少 了 由 于 在 柱 的 流动 路 径 中 产生 堵塞 而 引起 的 问题 。 
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第 5 章 


和 蛋白质 的 酶 学 和 化 学 降解 
R. Kraft 
5.1 #8 2 


蛋白 质 鉴定 的 主要 任务 是 四 得 到 足够 的 氨基 酸 序列 以 确定 一 个 纯化 的 蛋白 或 者 凝 胶 
上 的 一 个 有 意义 的 点 或 带 ; @ 通 过 DNA 重组 技术 构建 推导 一 级 结构 的 赛 核 苷 酸 探 针 ; 
图 制备 抗 多 肽 的 抗体 。 今 天 ， 如 果 多 肽 的 N 末端 未 被 封闭 ， 用 不 到 10pmol 的 量 即 可 常 
规 地 得 到 氨基 酸 序列 信息 (Kraft et al. 1995)。 不 幸 的 是 ， 真 核 细胞 内 80% 可 溶 和 蛋白 由 
于 翻译 后 修饰 的 结果 ， 其 N 末端 NH, 基 都 被 封闭 ， 因 而 难以 进行 Edman 降解 (Kraft et 
al. 1988; Bonaventura et al. 1994); 另外 ， 微 量 蛋 白 的 分 离 过 程 也 可 能 导致 氨基 酸 末端 的 
人 为 封闭 。 因 此 ， 氮 基 酸 序列 的 数据 ， 只 有 在 去 除 这 些 基 团 之 后 ， 或 将 该 蛋白 从 内 部 切 
断 ， 然 后 对 从 产生 的 混合 物 分 离 得 到 的 各 个 肽 段 进行 测序 才能 得 到 。 除 此 之 外 ， 对 降解 
蛋 自 各 个 肽 段 的 测序 结果 ， 能 对 该 蛋白 有 更 精确 的 鉴定 。 从 而 为 随后 的 分 子 克 隆 方案 提 
供 更 多 可 能 的 选择 ， 而 且 ， 某 些 蛋 白 序 列 数据 ， 至 少 对 于 说 明 DNA 顺序 数据 ， 确 定 蛋 
白质 的 修饰 位 点 〈 酰 化 、 甲 基 化 、 糖 基 化 、 磷 酰 化 以 及 信号 肽 或 前 序列 的 切割 位 点 等 ) ， 
以 及 对 于 蛋白 质 晶体 结构 的 解释 是 很 必要 的 。 总 之 ， 蛋 白质 化 学 迫切 需要 有 高 效 、 灵 敏 
而 且 可 人 靠 的 方法 以 用 于 : O 化 学 降解 或 酶 降解 纯化 蛋白 ; QO 从 混合 物 中 分 离 所 产生 的 
ARUAWKR; @ 分 析 鉴 定 所 得 到 各 个 肽 段 (包括 氨基 酸 组 成 分 析 、 自 动 测序 或 质 
谱 分 析 )。 


5.2 原理 和 应 用 : 


专 一 化 学 试剂 和 具有 不 同 水 解 专 一 性 蛋白 酶 (Flannery et al. 1989) 的 应 用 有 可 能 得 
到 重 琵 序列 的 肽 段 ， 从 而 推断 出 长 的 氨基 酸 序列 。 可 以 用 蛋白 酶 对 多 肽 底 物 进行 限制 性 
酶 解 ， 因 而 ， 它 对 于 获得 有 关 高 级 结构 的 数据 是 一 个 很 有 用 的 工具 ， 可 得 到 不 易 被 蛋白 
酶 作用 的 核心 区 中 裸露 环 区 的 信息 或 各 结构 域 之 间 的 多 肽 连接 区 的 信息 。 (Price and 
Johnson 1989; Misselwitz et al. 1992)。 此 外 ， 和 蛋白酶 也 是 膜 蛋 白 的 有 用 的 拓扑 学 探 针 
(Pratt 1989; Chernogolov et al. 1994) ， 它 们 提供 了 快速 和 有 效 的 制备 高 产 率 膜 蛋白 可 深部 
分 的 方法 (Butler 1989)。 最 后 ， 正 如 最 近 对 于 完整 的 核糖 体 亚 基 所 发 现 的 ， 有 效 的 蛋白 
酶 酶 解 可 以 用 来 鉴定 蛋白 复合 体 表面 上 的 氨基 酸 和 多 肽 区 (Kmft and Wittmann-Liebold 
1991)。 尽 管 限 制 性 降解 对 于 许多 研究 项 目 都 有 关系 ， 本 章 中 介绍 了 对 变性 蛋白 的 更 广 
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泛 的 酶 切 ， 其 目的 是 为 了 获得 足够 多 的 高 产 率 多 肽 从 而 可 能 用 于 一 级 结构 的 分 析 工 作 。 

降解 方式 的 选择 主要 取决 于 所 需要 片段 的 数量 和 大 小 (Matsudaira 1993) ， 在 低 含量 
残 基 (如 Met，Asp-Pro 或 Trp) 的 位 置 上 进行 化 学 降解 时 ， 先 走 SDS-PAGE (Tricine - 胶 ， 
Schagger and von Jagow 1987), *AJa #3 — AK AY i He BITTER E (98 — 2H, PVDF), 
可 能 是 防止 微量 蛋白 样品 损失 的 最 佳 选 择 方法 ， 相 反 地 ， 小 量 样品 在 高 出 现 频率 残 基 
(例如 Lys 或 Arg) 的 位 置 上 进行 蛋白 酶 解 后 的 产物 则 最 好 是 采用 细 的 反 相 HPLC 柱 进行 
分 离 。 


5.3 化 学 和 酶 解 试 剂 


最 常用 的 化 学 方法 是 用 CNBr 的 70% 甲酸 或 三 氟 乙 酸 溶液 在 甲 硫 氨 酸 的 羧 端 处 切断 
肽 链 ， 这 个 方法 的 主要 优点 是 可 很 简单 地 通过 微量 真空 离心 机 浓缩 去 除 挥发 物 和 副 产 
物 ， 并 且 ， 如 果 将 存在 于 凝 胶 中 或 固定 在 膜 上 的 蛋白 进行 原 位 降解 时 ， 则 采用 70% 甲 
酸 这 种 很 好 的 多 肽 溶剂 ， 很 容易 将 片段 切 出 或 从 凝 胶 或 PVDF 膜 上 抽 提 至 上 清 中 。 如 果 
发 现 对 所 转移 蛋白 的 肽 的 回收 率 太 低 ， 例 如 ， 非 常 长 的 或 疏水 的 肽 段 可 能 保持 在 载体 
上 ， 则 最 好 是 将 在 PVDF 膜 上 的 片段 用 蛋白 酶 再 酶 解 一 次 。 

总 结 文献 中 已 有 的 酶 解 应 用 ， 虽 然 胰 蛋 白 酶 是 在 蛋白 质 原 位 降解 中 选用 最 多 的 酶 。 
但 胰 凝 乳 蛋白 酶 、 蛋 白 内 切 酶 、Lys-C 和 Asp-N 也 同样 有 效 (Femandez et al. 1992)。 多 
种 蛋白 酶 的 有 效 使 用 可 以 改善 获得 大 小 合适 肽 段 的 机 会 ，15 个 氨基 酸 左右 的 肽 段 对 在 
woke PAT RAH RR RIERA. 

有 关 蛋 白质 固 定 在 载体 上 后 的 结构 变化 〈 朴 水 力 ， 离 子 相互 作用 )， 从 而 导致 底 
物 /蛋白 酶 相互 作用 或 者 反应 动力 学 的 问题 ， 目 前 还 知之 甚 少 。 酶 解 反应 一 般 是 在 37T 
下 保温 至 少 15 小 时 ， 而 且 往 往 是 在 酶 解 缓冲 液 中 加 入 有 限量 的 去 垢 剂 、 变 性 剂 或 有 机 
溶剂 。 最 近 的 研究 表明 (Fernandez et al. 1994)， 并 不 需要 用 封闭 试剂 (例如 PVP-40) 
进行 分 别 的 预 处 理 以 防止 膜 对 酶 的 吸附 。 酶 切 缓冲 液 中 常 含 有 的 氧化 的 Triton X-100, 
它 是 作为 抑制 肽 的 有 效 的 增 溶 试剂 加 在 酶 解 缓冲 液 中 ， 也 可 以 防止 酶 对 膜 的 结合 。 对 于 
低 于 微克 的 样品 ， 必 须 采 用 最 大 酶 浓度 ， 在 溶液 中 对 变性 蛋白 酶 解 或 在 天 然 状态 下 的 有 
限 酶 解 反应 ， 酶 与 底 物 的 比 一 般 是 采用 1/20 到 1/100， 但 对 于 固定 化 的 底 物 来 说 ， 推 荐 
的 比率 为 1/5 至 1/20。 对 于 后 一 种 情况 ， 载 体 的 量 应 保持 尽 可 能 地 少 。 

表 5.1 所 列 的 降解 方法 已 经 证 明 是 非常 有 用 的 。 当 然 ， 许 多 其 他 的 试剂 和 方法 对 多 
肽 的 降解 也 是 可 以 选用 的 ， 但 表 $.1 中 的 方法 则 在 很 多 情况 下 都 是 一 个 很 好 的 选择 。 


表 S.1 降解 方法 
降解 方式 降解 专 一 参考 文献 
化 学 降解 
溴 化 氰 甲 硫 氨 酸 的 羧基 端 〈 但 对 Met-Thr 和 Met- Aitken et al. 1989* 
Ser 的 产 率 较 低 ， 而 对 甲 硫 氢 酸 的 砚 或 Jahnen et al. 1990? 
亚 矶 则 完全 不 降解 ) Bommer et al. 1991> 


Stone and Williams 1993° 


续 表 


降解 方式 降解 专 一 参考 文献 
BNPS —H 36 05] UR 色 氨 酸 的 羧基 端 Aitken et al. 1989* 
稀 酸 天 冬 氨 酸 的 两 侧 ， 极 少 作 用 于 天 冬 酰 Aitken et al. 1989* 
kK. GAR, FARK Vanfleteren et al. 1992> 
FARR (70% ) Rid TKFAR- ARF Misselwitz et al. 1992" 
Sonderegger et al. 1982> 
#2 He 天 冬 酰 胺 -甘氨酸 键 Aitken et al. 1989* 
Strydow and Kandror et al. 1995° 
酶 法 降解 
REA MAR. HBARHRA (MAR A Rosenfeld et al. 1992> 
BR, MAR-MAR >, BRR) Fernandez et al. 1994° 
内 肽 酶 Lys-C MAR (和 S- 氨 乙 基 半 胱 氨 酸 ) Hin Jené et al. 1995> 
Hellman et al. 1995? 
Fernandez et al. 1994° 
内 肽 酶 Arg-C 精 氨 酸 的 羧基 端 Fernandez et al. 1994° 
内 肽 酶 Clu-C 谷 氨 酸 的 羧基 端 Sorensen et al. 1991a 
(SAB V8) (RRA pH7.8, ZR pH4.0, AF Jené et al. 1995° 
在 pH7.8 的 磷酸 缓冲 液 中 在 门 冬 氨 酸 切 Fernandez et al. 1994° 
断 ) 
内 肽 酶 Asp-N 天 冬 氨 酸 和 氧化 蛋白 中 的 氨基 末端 Aitken et al. 1989° 
Jend et al. 1995 
胰 凝 乳 蛋白 酶 最 适 位 点 是 苯 丙 氨 酸 、 色 氢 酸 、 酷 氨 酸 Aitken et al. 1989* 
和 亮 氨 酸 的 羧基 端 
嗜 热 菌 蛋白 酶 RMA ERMKRE (RAR. HRA Aitken et al. 1989* 
BM. AAR, RAR. PRAM, 
BR) 的 羧基 端 
a. 溶液 中 ; b. BRP; e. 在 支持 介质 (载体 ) 中 
S495, © SK 
5.4.1 样品 制备 


所 有 用 于 顺序 分 析 的 多 肽 必须 去 盐 和 去 除 其 他 干扰 测序 的 成 分 ， 对 于 通过 HPLC 或 
FPLC 纯化 得 来 的 毫克 量 的 蛋白 ， 可 以 通过 透析 、 凝 胶 过 滤 及 冷冻 干燥 或 超 滤 的 方法 来 
相对 容易 地 做 到 这 一 点 。 然 而 ， 微 克 量 的 蛋白 很 难 操 作 ， 由 于 特别 易 吸 附 而 损失 ， 对 于 
分 离 那些 亚 微克 量 的 蛋白 ， 可 能 的 最 好 解决 办 法 就 是 单 双 或 双向 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 。 有 几 种 方法 可 以 从 SDS-PAGE 分 离 的 蛋白 中 得 到 其 内 部 顺序 的 数据 : 一 种 方法 是 将 
SDS 胶 上 电 洗 脱 下 来 的 样品 再 进行 酶 解 (不 幸 的 是 ， 对 于 那些 只 有 皮 摩 尔 量 的 样品 ， 往 
往 只 能 得 到 很 低 的 总 产 率 ) ， 另 一 种 可 供 选 择 的 方法 是 将 样品 在 胶 内 酶 解 (Rosenfeld et 
al. 1992) ， 或 将 样品 转移 到 膜 上 后 再 酶 解 。 对 于 降解 固定 在 胶 或 膜 上 的 蛋白 的 具体 的 实 
验 细 节 可 参见 第 7 章 和 第 8 章 。 

通常 情况 下 ， 和 蛋白 在 酶 解 之 前 需要 变性 和 二 硫 键 的 拆 开 ， 这 个 步骤 如 果 要 在 电泳 前 
的 SDS 样品 缓冲 液 中 进行 还 原 和 烷 基 化 反应 (Jen et al. 1995) 或 直接 在 序列 仪 的 膜 载 
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体 上 进行 原 位 反应 (Ploug et al. 1992) ,将 不 会 或 很 少 导 致 样品 的 损失 。 由 于 随后 的 酶 解 
和 多 肽 的 提取 ,这些 过 程 需要 至 少 10 倍 可 用 于 直接 N 端 测 序 时 蛋白 的 量 作为 起 始 的 样 


5.4.2. 省 化 氰 裂解 


正如 前 文 所 述 ， 对 于 甲 硫 氮 酸 残 基 ， 省 化 氰 是 最 常 使 用 的 化 学 裂解 方法 ， 裂 解 以 高 

产 率 发 生 于 甲 硫 氨 酸 残 基 的 羧基 端 一 边 。 由 于 甲 硫 氨 酸 在 蛋白 中 出 现 的 频率 相对 很 少 
(平均 100 个 氨基 酸 出 现 2 个 )， 通 常 几 个 大 肽 片段 适合 于 电泳 分 离 ， 反 应 通常 在 70 民 甲 
酸 ( 或 70% 三 氟 乙 酸 ， 特 别 适 于 甲 硫 氨 酸 -丝氨酸 和 甲 硫 氨 酸 - 苏 氨 酸 键 ) ， 在 室温 反应 
24~ 48 小 时 ， 大 致 上 CNBr 的 量 是 甲 硫 氨 酸 残 基 的 100 倍 。 在 溴 化 氰 裂解 之 前 ， 建 议 先 
还 原 蛋 白 ， 因 为 在 分 离 过 程 中 甲 硫 氨 酸 残 基 上 的 硫 会 被 氧化 成 砚 和 亚 砚 ， 这 些 被 氧化 的 
残 基 将 不 为 省 化 氰 所 裂解 ， 由 于 省 化 氰 裂解 反应 的 结果 是 ， 所 有 甲 硫 氨 酸 残 基 都 被 变 成 
高 丝氨酸 或 高 丝氨酸 内 酯 。 因 此 ， 只 有 那些 来 自 COOH -末端 的 肽 不 是 以 高 丝氨酸 残 基 
结尾 的 。 
1) 准备 70% 甲酸 溶液 ， 并 用 氮气 去 除 溶 液 中 的 氧气 。 
2) 溶解 10ug 冷冻 干燥 的 蛋白 在 9 由 用 通过 氮气 的 甲酸 中 。 
3) 溶解 大 约 Img 省 化 氰 在 200 pl 70% FR. 

EE: 溴 化 氰 晶体 须 无 色 和 干燥 ， 操 作 须 在 通风 橱 内 进行 ， 因 为 它 具有 毒性 且 具 挥发 性 。 
4) 将 10ul 新 制备 好 的 省 化 氰 /甲酸 溶液 加 入 到 蛋白 溶液 中 。 
5) 将 混合 物 在 黑暗 中 并 在 氮气 保护 下 ， 室 温 反应 24 小 时 。 
6) 加 入 5~ 10 倍 体积 的 Mili-Q 水 ， 并 在 Speed Vac 中 真空 浓缩 去 除 多 余 的 试剂 。 

EE: 在 冷冻 干燥 中 取 去 冷 瓶 时 千 万 小 心 挥发 的 有 毒物 质 溴 化 氰 。 
7) 重新 溶解 经 冷冻 干燥 的 溴 化 氰 裂解 片段 人 电泳 缓冲 液 ， 进 行 SDS-PAGE 或 将 此 多 肽 片 

段 溶 解 在 溶液 中 (0.1% 三 氟 乙 酸 / 水 ) 直接 注射 到 反 相 HPLC 柱 中 。 


5.4.3 部 分 酸 水 解 


由 于 部 分 酸 水 解 缺 乏 专 一 性 ， 所 以 它 不 是 一 个 十 分 常用 的 方法 ， 但 这 个 降解 方法 对 

于 那些 用 其 他 降解 过 程 失败 时 ， 特 别 对 于 那些 溶解 度 有 限 的 蛋白 还 是 十 分 有 用 的 。 实 际 
上 ， 一 些 氨基 酸 对 于 一 些 稀 酸 是 十 分 敏感 的 ， 最 敏感 的 是 Asp-Pro 键 (平均 频率 是 每 
400 个 氨基 酸 一 个 键 )， 在 天 冬 氨 酸 和 另外 一 些 残 基 (例如 : RAG. FARM. FA 
酰胺 、 丝 氨 酸 、 苏 氨 酸 ) 处 也 有 发 生 ， 因 此 降解 很 难 有 统一 的 模式 ， 它 很 大 程度 依赖 于 
SAME MAT AMAR 〈 酸 的 浓度 、 温 度 和 时 间 )。 必 须 注 意 的 是 : 蛋白 对 于 强酸 的 
处 理会 引起 副 反应 ， 例 如 : 酰胺 基 团 的 水 解 、 色 氮 酸 的 部 分 破坏 和 N 末端 谷 氨 酰 胺 残 
基 的 环 化 。 
1) 将 蛋白 加 入 到 含有 稀 酸 的 玻璃 安庆 中 (0.2% 盐酸、2% 甲酸 、2% 醋酸 或 0.1%% 三 氟 

乙酸 ) ， 对 于 难 溶解 的 蛋白 ， 可 将 蛋白 溶解 于 相对 较 浓 的 甲酸 ， 然 后 稀释 。 
2) 经 氮气 洗涤 后 真空 密封 安放 ， 并 在 110% ， 保 持 2 小 时 。 
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3) 打开 安 额 瓶 在 Speed Val 中 真空 干燥 ， 因 为 所 用 试剂 都 是 具 挥发 性 ， 所 以 不 需 经 过 脱 
盐 ， 就 可 将 混合 物 直接 通过 HPLC 或 PAGE 来 分 离 。 
PERE: 当 降 解 特殊 的 天 冬 氨 酸 - 且 氨 酸 键 时 ，70% 甲酸 40 氏 反应 46 小 时 即 可 成 功 ， 降 解 反应 可 以 用 水 稀释 
(1 : 20 wv) 来 终止 ， 并 将 多 肽 样品 冷冻 干燥 。 


5.4.4 胰 蛋 白 酶 、Lys-C 和 Arg-C 


经 这 些 酶 降解 产生 的 片段 特别 适 于 在 数据 库 中 进行 序列 分 析 ， 是 因为 它们 有 非常 高 
的 专 一 的 切割 位 点 ， 只 获得 羧基 端 为 碱 性 氨基 酸 的 肽 段 。 为 了 使 底 物 能 完全 消化 ， 底 物 
必须 先进 行 变性 ， 例 如 : 热 变 性 或 加 入 高 离 解 度 的 盐 〈 盐 酸 股 或 尿素 ) 在 降解 缓冲 液 
中 ， 或 加 入 还 原 性 的 烷 化 剂 〈 和 蛋白酶 在 中 等 强度 的 变性 条 件 下 仍 保持 活性 )。 
1) 为 已 变性 的 蛋白 溶解 于 0.05 ~ 0.1molL 的 N- 乙 基 吗 啡 乙酸 盐 RRA) 缓冲 液 中 
通常 保持 pH8.0~ 8.5， 其 浓度 为 1 ~ 10ug/pl. 
2) 加 入 酶 ， 重 量 比 为 1% ~ 2% 酶 /蛋白 ， 酶 液 为 生产 商 推荐 的 最 小 的 新 鲜 准 备 液 。 
3) 在 37 CHE ARSE FB 4 DET. 
4) MA 10% 三 氟 乙 酸 或 冷冻 以 终止 反应 ， 降 解 液 直接 用 于 HPLC 肽 谱 实验 (离心 除去 
任何 不 溶 物质 )。 


5.4.5 RIES 


这 个 酶 比 胰 蛋 白 酶 展示 了 更 广泛 的 专 一 性 ， 该 酶 优化 水 解 羧基 端 为 芳香 氨基 酸 的 肽 
键 ,如 葵 丙 氨 酸 、 色 氨 酸 、 酯 氨 酸 和 亮 氨 酸 ， 如 果 延 长 反应 时 间 也 可 以 水 解围 硫 氨 酸 、 
谷 氨 酰 胺 和 组 氨 酸 的 肽 键 。 
tm: 胰 蛋 白 酶 的 操作 步骤 ， 同 样 适用 于 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ， 只 是 需要 的 反应 时 间 更 短 (A 
1~3 小 时 )， 如 果 和 希望 获得 尽 可 能 多 数 的 小 肽 ， 一 般 可 延长 反应 ， 时 间 至 12~ 24 小 时 。 


5.4.6 嗜 热 菌 蛋 白 酶 


此 酶 对 于 下 水 残 基 的 氮 末 端 有 着 广泛 的 专 一 性 , AR, FRAR,. AAAR, 
MAR. PRAR. AAR), WARMAAAR, BAR. HRARHMBR WHER 
慢 ， 酶 在 6~ 8 mol/L RAK 0.5% ~ 1%SDS 中 仍 有 活性 。 
注意 : 胰 蛋 白 酶 的 反应 条 件 同 样 适 于 嗜 热 菌 蛋白 酶 ， 但 缓冲 液 中 必须 含有 1 ~ 5 mmol/L 
的 碳酸 钙 以 增强 此 酶 的 热 稳 定性 ， 通 常 消 化 反应 在 45% 下 反应 1 小 时 。 


5.4.7 内 肽 酶 Glu-C (£4 & V8) 


这 个 丝氨酸 -内 肽 酶 切割 谷 氨 酸 羧基 末端 的 速度 大 约 为 其 切割 天 冬 氨 酸 残 基 为 羧基 
端的 3000 倍 〈Sprensen et al. 1991). TRRA ER MPM ( pH7 .8) BK Z AREER th MK ( pH4.0) 4 
推荐 的 缓冲 体系 来 抵制 对 谷 氨 酸 的 裂解 ， 这 仅仅 是 抑制 了 酶 的 活力 。 

. 47 . 


注意 : 最 好 的 方法 是 在 含有 还 原 酶 浓度 的 0.05 ~ 0.01 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 中 进行 可 降低 
酶 的 浓度 和 减少 降解 时 间 。 


5.4.8 内 肽 酶 Asp-N 


Asp-N 是 一 个 金属 蛋白 酶 用 于 裂解 天 冬 氢 酸 氮 末 端的 肽 链 , 对 于 氧化 的 蛋白 ,也 可 有 裂 
解 半 胱 磺 酸 的 肽 键 , 为 了 防止 在 谷 氨 酸 处 的 裂解 ,可 采用 减低 酶 浓度 和 减少 反应 的 时 间 。 
注意 : 0.05 mol/L 磷酸 钠 (pH8.0)， 如 果 和 蛋白 难 溶解 的 话 ， 可 以 加 入 1 moyL RARE 
RAL, 20.01% SDS 在 37% 反 应 1~ 15 小 时 。 


( 陈 波 译 陈 常 庆 校 ) 
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第 6 章 


肽 的 HPLC 分 离 和 薄 层 层 析 (TLC) 指纹 图 


T. Choli-Papadopoulou, R. M. Kamp 


6.1 5| Ss 


Mami, BRANES A RS WMT (hen, AERA e 
FF) 的 发 展 ， 使 大 量 以 前 未 知 的 多 肽 得 到 了 鉴定 ， 开 始 研 究 的 是 小 肽 进而 是 中 等 分 子 量 
的 肽 类 。 

另外 ， 用 于 氨基 酸 组 成 和 序列 分 析 进 行 结构 鉴定 所 必需 的 样品 量 越 来 越 少 ， 以 前 必 
需 几 个 毫 微 摩尔 的 纯 品 ， 现 在 只 要 微微 摩尔 量 的 物质 就 可 进行 部 分 或 完全 的 结构 鉴定 s 
近年 来 ， 反 相 液 相 色谱 (RP-LC) 成 为 多 肽 分 离 和 鉴定 的 主要 工具 ， 而 另外 的 层 析 方 
法 ， 如 薄 层 层 析 ， 同 样 也 用 于 多 肽 的 分 离 。 


6.1.1 薄野 指纹 技术 


双向 (—4E) 指纹 技术 (Wittman-Liebold and Kamp 1980; Wittman-Liebold and Lehmann 
1980) 分 离 多 肽 具有 较 好 的 分 辨 率 ， 虽 然 它 有 回收 率 低 等 方面 的 一 些 缺 点 。 根 据 所 分 离 
肽 的 类 型 和 所 用 洗 脱 溶剂 的 不 同 ， 回 收 率 在 40% ~ 70% 之 间 ， 通 过 薄 层 指纹 技术 纯化 
的 多 肽 不 需 任 何 另外 的 纯化 措施 就 能 直接 适用 于 微量 测序 分 析 。 第 一 向 是 肽 的 电泳 分 
离 ， 这 依赖 于 肽 的 净 电 荷 和 分 子 量 (Offord 1966); 第 二 向 分 离 是 上 行 层 析 (ascending 
chromatography) ， 这 依靠 于 它们 各 自 的 分 配 系数 ， 有 好 几 种 缓冲 液 用 于 肽 的 双向 分 离 。 
电泳 总 是 先 于 层 析 ， 因 为 它 可 以 去 除 痕 量 的 盐 ， 盐 会 干扰 指纹 分 析 ， 因 而 必须 完全 避 
免 。 在 冷却 下 电泳 大 约 2 小 时 后 ， 将 纤维 素 板 置 于 室温 中 干燥 ， 禁 止 使 用 高 温 或 热 吹 
风 。 上 行 层 析 大 约 需要 6~ 7 小 时 。 干 燥 的 纤维 素 板 用 含 0.15% 草 三 酮 的 可 力 丁 / 乙 酸 / 
乙醇 (30: 100: 870 v/v) 染色 ， 将 含 肽 的 斑点 挖 出 ， 碱 性 肽 用 50% 乙酸 洗 脱 ， 酸 性 肽 
用 20 儿 吡啶 或 0.07 儿 的 氨水 洗 脱 。 


6.1.2 HPLC 纯化 


HPLC 是 非常 有 用 的 肽 谱 分 析 工 具 ， 它 广泛 应 用 于 和 蛋白质 的 结构 分 析 。 通 常用 
5~ 10pm 的 大 孔 烷 基 化 硅胶 吸附 剂 为 色谱 柱 的 填料 ， 通 过 增加 有 机 溶剂 的 浓度 进行 梯度 
洗 脱 ， 该 技术 进一步 发 展 的 目标 是 加 快 分 析 速 度 和 提高 灵敏 度 ( Kalghatgi and Horvath 
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1988; Lu and Lai 1986; Stone and Williams 1986; Wilson et al. 1986) 。 针 对 不 同 的 应 用 应 选 
择 相应 的 反 相 载体 ， 小 肽 ( < 30 个 氨基 酸 ) 的 分 离 可 用 小 孔径 (< 100A ) Cs 载体 ,粒度 为 
5 ~ 10um( 译 者 ;原文 为 5 ~ 10mm) , 柱 长 10 ~ 23cm。 被 证 明 对 小 肽 具有 分 离 作 用 的 Cis 柱 
为 :Altex Ultrasphere Cs 和 Cs 柱 (Beckmann，Munich ,德国 ) 和 Waters NovaPak Cis 柱 《Waters， 
Milford，MA ,美国 ) ;大 分 子 量 的 肽 可 同样 应 用 Vydac Cs 载体 〈(The Separation Group, Hespe- 
ria, CA, 美国 ) 和 Synchropak C,,300 A 载体 (Synchrom，Linden, 美 国 ) 进 行 分 离 。 

作 肽 图 及 其 进一步 序列 分 析 的 重要 性 在 于 : OF FREPERHRRAH HA; © 
为 cDNA 推导 的 氨基 酸 序列 提供 证 据 ; @) 为 重组 DNA 产生 的 蛋白 质 作 指纹 分 析 ; OF 
白质 的 完整 结构 鉴定 ; @@ 确 定 翻译 后 修饰 的 位 点 ; @ 决 定 复 的 定位 ; @ 二 硫 键 的 确定 。 
低 于 毫 微 摩 尔 量 蛋白 质 进 行 作 肽 图 分 析 会 引起 许多 问题 ， 并 要 增加 额外 的 样品 制备 步 又 
(还 原 和 烷 基 化 后 的 脱盐 、 样 品 浓 缩 、 多 步 层 析 纯 化 等 步骤 ) ARTA Bi MI By 
以 省 去 诸多 麻烦 。 分 子 量 小 而 含有 多 电荷 的 肽 不 能 在 普通 的 RP-HPLC 体系 上 分 离 ， 这 
些 不 保留 在 柱 上 而 流 穿 的 肽 可 以 用 小 孔径 的 载体 〈 如 ODS-Hypersil，80A) ， 并 在 流动 相 
中 加 入 离子 对 试剂 进行 分 离 ， 用 这 种 方式 纯化 的 肽 不 需 脱盐 就 能 直接 测序 。 


6.1.3 原 位 降解 和 HPLC 分 离 联 用 技术 


如 果 蛋 白质 的 N 端 是 封闭 的 ， 在 玻璃 纤维 上 的 样品 经 CNBr 原 位 处 理 就 可 以 获得 有 
用 的 序列 信息 (Simpson et al. 1984)， 这 需 用 得 的 RP-HPLC 柱 对 混合 肽 脱盐 ( Kamp 
1986) 。 在 所 需 的 分 离 时 间 上 与 传统 方法 (透析 、 和 氯仿 -甲醇 或 三 氯 乙酸 沉淀 和 开放 式 柱 
层 析 ) 相 比 ，RP-HPLC 耗 时 非常 短 ， 仅 要 5 ~ 10 分 钟 ， 所 以 因 损 失 和 溶解 性 带 来 的 问题 
就 少 了 ， 脱 盐 干 燥 后 的 混合 肽 不 需 预 先 分离 就 可 直接 测序 。 如 果 和 蛋白 序 列 是 已 知 的， 并 
且 只 要 求 了 解 结构 信息 ， 那 么 就 可 按 上 述 方 法 进行 分 析 ， 对 膜 蛋白 而 言 由 于 肽 的 疏水 特 
性 ， 该 方法 的 应 用 就 相当 困难 ， 因 而 建议 用 PVDF 膜 印迹 后 测序 代替 RP-HPLC 获得 内 部 
序列 信息 。 经 CNBr 裂解 并 由 RP-HPLC 分 离 产 生 的 肽 不 必 脱 盐 就 可 进行 Edman 降解 。 从 
SDS-PAGE 电泳 印迹 获得 的 蛋白 质 直接 进行 N 端 序 列 分 析 是 由 Vandekerckhove 和 
Aebersold (Vandekerckhove et al. 1985; Aebersold et al. 1986) 首先 采用 ， 现 在 已 成 为 蛋 
白质 微量 测序 的 重要 手段 。 在 PVDF 膜 上 进行 原 位 酶 法 降解 或 用 CNBr 处 理 的 化 学 降解 
也 已 由 Fimmee 等 (1989) 和 Choli (1990) 报道 了 。 对 前 者 而 言 ， 在 酶 解 缓冲 液 中 加 
入 10% ~20% 的 甲醇 可 提高 肽 的 回收 率 而 不 明显 抑制 酶 的 活性 ， 但 在 酶 解 缓 冲 液 中 若 
有 10% 的 乙 且 的 存在 时 无 论 用 何 种 酶 ， 其 活性 都 会 大 大 降低 ， 所 有 方法 都 需要 预先 处 
理 PVDF 膜 。 由 于 下 水 蛋白 例如 膜 蛋白 和 膜 相 关 和 蛋白 / 肽 的 溶解 度 小 ， 在 纯化 过 程 中 需 
加 入 离子 型 去 垢 剂 如 SDS， 所 以 蛋白 样品 中 会 含有 不 同 量 的 SDS， 若 超过 0.1% 将 会 干 
扰 以 后 的 酶 解 片段 和 肽 的 分 离 。 几 毫克 的 SDS 会 使 反 相 HPLC 柱 的 分 辩 率 显著 降低 甚至 
会 破坏 液 相 柱 ， 去 除 混合 肽 中 SDS HRAMARER EAR KE. MFR EHH Kh 
可 由 HPLC 分 离 鉴 定 出 来 ， 除 了 赖 氨 酸 外 其 他 氨基 酸 组 成 相同 的 肽 都 可 在 不 同时 间 被 洗 
脱 下 来 (Choli et al. 1988a，b) ， 这 种 效应 可 能 是 由 于 不 同 程度 的 赖 氨 酸 残 基 甲 基 化 所 引 
起 的 。 

aa 


6.2 用 HPLC 分 离 肽 段 


HPLC 是 一 个 非常 有 用 的 分 离 肽 的 技术 ， 使 用 挥发 性 和 无 紫外 吸收 的 缓 神 液 具 有 如 
TRA: 测试 的 高 灵敏 度 和 直接 微量 测序 、 电 泳 或 氨基 酸 分 析 ， 无 需 附 加 任何 脱盐 步 
又 。 针 对 不 同 的 混合 肽 ， 可 使 用 三 种 不 同 的 具有 挥发 性 的 缓冲 体系 : 

一 体系 1: 缓冲 液 A (0.1% 三 氟 乙 酸 ，TFA); 缓冲 液 B (0.1%TFA WHA). 
一 体系 2: 缓冲 液 A (2 水 中 加 入 1.5 ml 25% AKA 0.25 ml 98% FRAC Hl eA RS 

冲 液 ，pH7.8); 缓冲 液 B〈 含 20% 缓 冲 液 A 的 甲醇 )。 

一 体系 3: 缓冲 液 A (2 工 水 中 加 入 0.4 ml 25% AK Al 0.25 ml 98 儿 甲酸 配制 成 甲酸 贸 组 

冲 液 ，pH4.4); 缓冲 液 B ( 含 20% 组 冲 液 A 的 甲醇 )。 

下 面 将 讨论 一 下 细胞 色素 c REAM KEK 


材料 


一 Waters HPLC 系统 。 系 统 组 成 : 2 个 泵 、 混 合 室 、 进 样 盘 或 自动 进 样 器 、 紫 外 检测 仪 
(220nm) 或 二 极 管 矩阵 检测 器 (Milford, MA, 3%) 

一 HPLC 柱 ， 例 如 Vydac Cs 柱 (250mmx 4 mm, 300A FL4Z, Sum 颗粒 ) 和 预 柱 

— BR=ACMR (TFA) 

一 HPLC & Zia 

一 HPLC 级 水 

一 柱 保 温 箱 

一 注射 器 


HPLC 分 离 步骤 


1) 平衡 柱子 20 分 钟 。 

2) 开始 梯度 ， 但 不 进 样 ， 目 的 是 为 了 测试 柱 的 纯净 度 。 

3) 若 运行 过 程 基线 稳定 ， 没 有 出 现 “和 鬼 峰 ”"， 开 始 进 样 。 

4) 将 100wg 胰 蛋 白 酶 水 解 物 加 到 100ul 0.1%TFA 中 ， 离 心 去 除 不 溶解 的 颗粒 ， 进 样 。 


分 离 条 件 


5) 将 UV 检测 器 设 在 220nm， 流 速 1 ml 分钟， 分 离 温度 为 23Y ， 运 行 的 梯度 如 下 : 
一 50 分钟 内 B 液 由 5 多 至 40% 
一 2 分 钟 内 B 液 由 40% 至 80% 
一 保持 80%B 液 3 分 钟 
一 3 分 钟 内 B 液 由 80% 至 5% 
胰 蛋 白 酶 水 解 后 肽 的 分 离 图 谱 见 图 6.1。 

6) 收集 组 分 并 干燥 (可 用 冻 冷 干 法 ) (如 SpeedVac 浓缩 仪 ) 含有 肽 的 组 分 ， 将 干燥 的 
样品 溶解 在 50l 0.1%TFA 或 50% 吡 啶 /水 中 ， 然 后 转移 至 氨基 酸 分 析 管 或 PVDF 膜 
上 进行 测序 。 

六 和 
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图 6.1 细胞 色素 经 胰 蛋 白 酶 酶 解 后 在 Vydac Ces 柱 上 的 分 离 。 分 离 条 件 见 正文 6.2。 


评 价 

分 离 肽 的 典型 HPLC 柱 为 Cs 烷 化 硅胶 柱 ， 根 据 肽 的 疏水 程度 可 以 用 C, 或 Cs 或 Cs 
烷 化 载体 ， 分 离 玖 水 和 较 大 的 肽 时 C4 柱 更 适用 ， 然 而 对 亲 水 和 较 小 的 肽 则 建议 用 Cl 
柱 。 根 据 肽 链 的 长 度 选择 合适 孔径 的 载体 可 得 到 高 的 回收 率 。 短 而 亲 水 的 肽 应 在 80A 
的 载体 上 分 离 ， 分 子 量 大 的 肽 用 300A 的 载体 收 率 更 高 。 用 球形 的 硅胶 分 离 具有 较 高 的 
重复 性 ， 而 使 用 不 规则 的 和 不 同 批号 或 不 同 供应 商 的 载体 材料 会 有 分 离 重复 性 的 问题 。 


总 之 HPLC 分 离 疏 水 性 的 肽 具有 速度 快 、 效 果 好 、 分 辩 率 高 的 特点 。 测 序 所 需 纯 化 肽 的 
量 采 用 HPLC 制备 比 用 薄 层 指纹 技术 大 约 少 5 倍 。 


6.3 SETA 


多 肽 可 用 薄 层 双向 〈 二 维 ) 指纹 技术 分 离 ， 第 一 向 是 靠 肽 所 带 的 净 电 荷 ， 第 二 向 是 
根据 疏水 性 采用 层 析 法 进行 分 离 。 


材料 


一 薄板 Cel 300 (20cmx 20cm， 厚 0.1cm, Macherey & Nagel，Diiren ， 德 国 ) 
一 带 水 冷却 装置 的 薄 层 电泳 池 (Desaga，Heidelbherg， 德 国 )( 见 图 6.2) 
一 1~ 10ml 移 液 管 

一 层 析 池 ， 用 于 20cm x 20cm 板 进行 上 行 层 析 

— BA 

一 RAI 


缓冲 液 和 溶液 


一 50% ZR 
«55. 便 


— 50% FR 

— 20% it he 

一 电泳 缓冲 液 : 吡啶 /乙酸 /丙酮 /水 (50: 100 : 375 : 1975, v/v) 

一 BRAM: 吡啶 / 丁 醇 /乙酸 /水 (50: 75 : 15: 60, v/v) 

一 茧 三 酮 溶液 : 含 0.1% 切 三 酮 的 可 力 丁 / 乙 酸 /乙醇 溶液 (30: 100: 870, v/v) 
一 获 光 胺 溶液 : 含 $% 吡 啶 的 丙酮 溶液 和 含 0.05% 荧 光 胺 的 丙酮 溶液 


图 6.2 ” 薄 层 电泳 池 示 意图 
1. 缓冲 液 槽 ; 2. 电泳 隔 条 ; 3. BR; 4. 点 样 位 置 ; 5. 冷却 盘 。 


6.3.1 第 一 向 电泳 


1) 将 薄板 在 电泳 缓冲 液 中 浸 湿 ， 用 滤纸 快速 擦 干 置信 电泳 池 中 。 

2) 打开 电泳 池 的 水 冷 装置 (图 6.2)。 

3) 电极 槽 中 加 满 电泳 缓冲 液 (pH4.4) ， 用 电泳 条 将 薄板 与 缓冲 液 相 连接 。 

4) 400V 预 电 泳 5 分钟， 确认 薄板 的 湿润 程度 。 合 适 电泳 的 条 件 为 : Cel 300 板 为 12 ~ 
18mA; Cel 400 板 为 10 ~ 1SmA。 

5) 在 板 的 角 上 (GRACM 4em， 和 矩 底部 3cm) 点 样 Snmol 胰 蛋 白 酶 酶 解 的 肽 1 ~ 3 由 ， 注 意 
不 要 用 手 或 移 液 器 碰 到 薄板 。 

6) 加 1 滴 DNP-OH (二 硝 基 葵 磺 酸 ) 或 酰胺 黑 作 为 标记 在 样品 上 面板 的 顶部 。 

7) 盖 好 电泳 池 ， 在 冷却 下 ， 于 400V 电泳 2 小 时 。 

8) 电泳 结束 后 ， 将 纤维 素 板 置 室 温和 干燥 1 小 时 ， 不 能 用 高 温 或 热 吹 风干 燥 。 


6.3.2 第 二 向 层 析 
1) 将 纤维 素 板 放 人 含有 PBEW 缓冲 液 的 层 析 池 中 ， 放 置 7 小 时 〈 板 底部 浸 和 人 缓冲 液 


5mm) 。 
. 54 . 


2) 层 析 完毕 置 于 室温 干燥 1 小 时 。 

3) 用 含 $S% 吡 啶 的 丙酮 溶液 湿润 纤维 素 板 ， 置 于 排 气 柜 中 ， 室 温 干 燥 1 分钟 ， 再 用 含 
0.05% 荧 光 胺 的 丙酮 溶液 湿润 。 

4) 室温 干燥 15 分 钟 。 

5) 在 366 nm 波长 的 紫外 灯 下 将 肽 用 软 铅笔 标记 后 挖 出 。 

6) 在 纤维 素 板 上 喷 上 0.3% 的 草 三 酮 以 显现 出 在 荧光 胺 染色 时 很 弱 的 肽 斑 ， 然 后 将 板 
置 暗 处 使 肽 斑 完 全 显 色 。 

7) 控 出 所 有 的 肽 。 


6.3.3 肽 的 洗 脱 


将 从 三 张 薄 层 板 上 的 肽 洗 脱 下 来 ， 以 用 于 : 
一 OPA 分 析 后 的 氨基 酸 分 析 : 需 用 回收 肽 的 1/20 
一 末端 基 团 分 析 : 需 用 回收 量 的 1/20 
一 测序 : 剩 下 的 肽 
1) 用 刊 刀 挖 出 肽 的 斑点 转移 到 微量 离心 管 〈Eppendorf) 中 。 
2) 根据 用 途 选 用 酸 或 吡啶 洗 脱 多 肽 : 
一 碱 性 肽 : 2x200 nl 50% 乙酸 
一 BERK: 2x200 pl 20% Hkh 
一 只 用 于 氨基 酸 分 析 : 2x 200 pl 5.7 mol/L HCl 
一 进行 过 甲酸 氧化 〈 如 Cys 测定 ) 的 肽 : 2x 100 pl 70% FR 
3) 将 控 下 的 肽 用 旋转 混合 仪 小 心 混合 ， 再 用 Eppendorf 管 混合 仪 振动 30 分 钟 。 
4) 将 悬浮 的 纤维 素 溶 液 于 5000r/min 离心 5 分 钟 ， 收 集 上 清 ， 转 移 至 水 解 管 或 测序 管 
中 。 
5) 重复 洗 脱 一 次 ， 与 上 次 抽 提 液 合并 。 
6) 将 肽 的 抽 提 物 真 空 干燥 ， 置 - 20 反 保存 。 


6.3.4 iF 价 


在 第 一 向 电泳 分 离 肽 的 混合 物 时 应 在 离开 板 底部 3cm 的 中 间 位 置 上 进行 ，400V 电 
泳 1 小 时 。 参 照 第 一 次 的 曹 三 酮 显 色 结 果 ， 下 一 次 样品 分 离 时 要 将 带 负 电荷 的 肽 置 于 阳 
极 附 近 〈 通 常 离开 左 侧 4cm) ， 而 带 正 电 荷 的 肽 靠近 阴性 。 

肽 检测 时 应 先 用 荧光 胺 染色 再 进行 萌 三 酮 显 色 ， 因 为 肽 与 荧光 胺 反应 是 可 逆 的 ， 可 
以 进一步 用 于 蛋白 质 的 N 端 序 列 分 析 ， 而 划 三 酮 的 显 色 是 不 可 逆 的 ， 会 破坏 N 端 氨基 ， 
仅 有 少数 几 个 末端 基 团 可 以 进一步 的 测序 分 析 。 要 解决 这 个 问题 ， 可 用 0.15$% 代替 
0.3% 草 三 酮 进行 反应 ， 经 稀释 后 的 草 三 酮 溶液 ， 仅 会 部 分 破坏 N 端的 氨基 酸 和 Lys fill 
链 。 肽 会 因 N 端 氨基 酸 的 不 同 显现 出 特异 性 的 颜色 ，N 端 为 甘氨酸 、 苏 氨 酸 和 丝氨酸 的 
肽 会 显示 黄色 ， 而 N 端 为 酷 氨 酸 和 组 氢 酸 的 肽 则 显示 棕色 。 分 离 出 的 肽 竺 荧光 胺 显 色 
完全 后 ， 就 能 进行 氨基 酸 定量 分 析 和 序列 测定 了 。 用 特殊 的 显 色 试剂 有 可 能 检测 出 精 氮 

有 


酸 、 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 残 基 ， 用 含 1% 对 -二 甲 氨基 葵 甲 醛 ，2 mol/L HCL 的 丙酮 液 喷 淋 后 ， 
含有 色 氨 酸 的 肽 会 显示 出 红色 斑点 ， 用 含 0.1% au - 亚 硝 基 - B 蔡 酚 的 乙醇 喷 淋 ， 再 用 
10% HNO, 干燥 后 ， 含 色 氨 酸 的 肽 在 黄色 背景 下 形成 红色 斑点 。 

含 Arg 的 肽 在 喷 上 0.02% JERR AY Z BEY A 10% NaOH/60% Z.BE (v/v 1:1) 后 在 紫外 
线 (254nm) 下 显示 出 黄色 的 斑点 。 薄 层 指 纹 技术 的 优点 是 具有 较 高 的 重复 性 和 分 辩 
率 ， 容 易 分 离 出 适 于 微量 测序 分 析 用 的 多 肽 。 缺 点 是 回收 率 低 ， 因 肽 的 类 型 和 洗 脱 溶剂 
不 同 回收 率 在 40% ~ 70 多 之 间 。 和 总之， 指纹 技术 的 应 用 要 根据 混合 肽 的 特性 和 实验 室 
设备 的 实际 情况 而 定 。 
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第 7 章 


原 位 降解 肽 的 微量 分 离 
A. Otto 
7.151 5 


高 效 的 双向 聚 丙烯 酰胺 电泳 (HP-2-DE) 可 最 多 分 离 出 10 000 FHA IR (Klose 
1975; Klose and Kobalz 1995 )。 如 果 从 凝 胶印 迹 至 疏水 膜 上 的 蛋白 质 N 端 没 有 封闭 ， 可 
按 常规 方法 从 少 于 10 pmol 的 量 中 获得 N 端的 序列 信息 。 由 于 许多 蛋白 质 N WENA 
的 ， 因 而 要 得 到 内 部 序列 信息 有 必要 将 蛋白 质 降解 成 有 捧 段 ， 图 7.1 示意 了 一 个 新 的 降解 
方法 ， 图 的 左 侧 A 表示 在 聚 丙烯 酰胺 介质 内 和 蛋白质 的 片段 的 分 离 。 近 年 来 发 表 了 许多 
的 分 离 方 法 (Rosenfeld 等 .1992; Jené et al. 1995; Hellman et al. 1995) ， 在 此 ， 我 们 采用 
Eckerskom 和 Lottspeich (1989) 和 Kellermann (1995) 的 实验 方法 ,但 在 利用 micro- 


在 聚 丙烯 酰胺 介质 中 的 蛋白 质 
A B | 


采用 辛 基 -B-D- 吡 哺 
葡 糖 苷 在 膜 上 进行 酶 解 


将 产生 的 肽 段 浓 缩 和 脱 
盐 〈 肽 收集 装置 ) 


脱盐 后 的 肽 混合 物 


{ 95% 


含有 去 拍 剂 和 缓冲 液 盐 
组 分 的 肽 的 混合 物 


95% 
+ { 
KAAS 质量 搜寻 程序 KAA 
{ | 


单个 肽 链 的 测序 二 数据 库 搜寻 单个 肽 链 的 测序 


5% 


图 7.1 到 丙 烯 酰胺 凝 胶 分 离 的 蛋白 质 原 位 降解 后 产生 的 混合 肽 进行 微量 分 离 的 流程 示意 
图 。 路 线 A， 胶 内 降解 ; 路 线 B， 膜 上 降解 ， 两 条 路 线 都 是 可 行 的。 最 好 将 MALDLMS 作为 
由 内 部 肽 段 鉴定 蛋白 质 的 第 一 步 。 


了 


活塞 


图 7.2 ” 肽 的 收集 装置 ,对 凝 胶 内 和 蛋白质 降 解 产生 的 多 肽 进行 浓缩 和 脱盐 。 工 作 方 法 见 正文 。 


HPLC ( 肽 的 回收 装置 ，Otto et al. 1996) 收集 肽 段 之 前 ， 对 样品 的 制备 方法 稍 作 改动 。 
这 个 新 方法 的 优点 是 利用 很 少量 的 反 相 材料 将 酶 解 后 的 肽 的 洗 脱 和 浓缩 结合 了 起 来 ， 比 
在 酶 切 前 从 很 多 凝 胶 块 中 收集 、 浓 缩 蛋白 质 的 方法 更 简单 ， 更 有 效 。 这 种 新 的 收集 肽 的 
装置 见 图 7.2, 它 不 需要 昂贵 的 配件 ,能 很 容易 地 在 实验 室 中 应 用 ,该 方法 在 混合 肽 MAL- 
DI-MS (介质 辅助 激光 解吸 /离子 化 质谱 matrix-assisted laser desorption/ionization mass spec- 
trometry) 的 探 针 制备 中 非常 有 用 ,能 得 到 高 质量 的 质谱 图 ,因为 它 去 除了 可 能 干扰 结果 的 
缓冲 液 中 的 盐 组 分 。 在 实际 操作 中 , 仅 用 $% 的 酶 解 物 就 可 进行 MALDLMS 分 析 。 

将 印迹 在 硝酸 纤维 素 膜 (Aebersold et al. 1987) 或 PVDF 膜 (Madsudeira 1987) 上 的 蛋白 
质 通过 原 位 酶 解法 裂解 出 蛋白 质 内 部 的 肽 段 是 另 一 种 可 行 的 方法 (图 7.1 右 侧 ,B)。 根 据 最 
近 研 究 结 果 (Femandez et al. 1992 ,1994) 使 用 含有 去 垢 剂 如 氢化 的 Triton X-100 (Jungblut et 
al.1994; Zeindl-Eberhart et al.1994) 的 酶 切 缓冲 液 进行 反应 ,有 可 能 利用 结合 在 膜 上 的 少 
于 10wg 样品 就 可 以 得 到 蛋白 质 的 内 部 序列 信息 。 我 们 选择 辛 基 -B- D- 吡 喃 葡 糖苷 作为 去 
垢 剂 ,是 因为 这 种 去 污 剂 不 会 干扰 MALDILMS 的 测定 。 质 谱 分 析 也 可 以 用 来 获得 另外 的 序 
列 信息 ,通过 数据 库 的 搜索 对 蛋白 质 进 行 鉴定 (Pappin et al.1993; Thiede et al.1996)。 


7.2 HP-2-DE 分 离 后 蛋白 质 在 凝 胶 内 的 原 位 降解 


2 和亲 
i 备 


一 热 混 合 仪 (Eppendorf #! 5436, Hamburg ,德国 ) 
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一 底部 有 不 锈 钢 网 的 1Iml Tuberculin 注射 器 (WITA,Teltow, 德 国 ) 
一 lml Tuberculin 注射 器 (B.Braun,Melsungen, 德 国 ) 

一 2ml 一 次 性 的 注射 器 (B.Braun,Melsungen, 德国 ) 

一 肽 的 收集 装置 (WITA Teltow, 德国) 

一 微量 离心 机 (Beckman, Glenrothes ,苏格兰 ) 

一 SpeedVac(SAVANT, Farmingdale, NY ,美国 ) 


缓冲 液 和 试剂 


— YER RM M :50% ZH, 100mmol/L Tris-HCl (pH 8.5) 

一 酶 解 缓 冲 液 1:100mmolL Tris-HCl (pH8.1);1mmol/L CaCl, , 10% ZF 
一 溶液 1:2% 三 氟 乙 酸 (TFA) 的 水 溶液 

— WM 2:60% Zi, 0.1% TFA 

一 溶液 3:HPLC RAK, A 0.1% TFA 

一 胰 蛋 白 酶 (测序 级 Promega, Madison, WI, 3% & ) 


7.2.2 4% 
RRA He 


1) DEREDHAR EH EA REA, ARAM 20TH 2 HK, FH 20 分 钟 (缓冲 液 
必须 盖 住 胶片 ) 。 

2) 将 两 次 洗涤 缩小 胶 的 上 清 去 除 。 

3) 加 入 酶 解 缓冲 液 ,使 凝 胶 膨 胀 至 原来 体积 ,再 去 掉 凝 胶 中 多 余 的 缓冲 液 。 

4) 将 凝 胶 填 人 不 装 活塞 的 lml Tuberculin 注射 器 中 ( 切 掉 Luer 接头 ) ,底部 接 上 不 锈 钢 筛 
板 (网 眼 大 小 约 100um) , 装 上 活塞 将 胶 通过 得 板 压 到 Eppendorf 管 中 , 这 种 方法 适用 于 
大 的 凝 胶 或 凝 胶 条 带 和 许多 凝 胶 块 的 降解 制备 ,如果 只 有 两 小 块 凝 胶 可 直接 用 刮刀 切 
碎 。 

5) 在 SpeedVac 中 干燥 凝 胶 ,使 体积 收缩 约 50% (不 要 完全 干燥 )。 


1) 让 收缩 的 胶 浸 在 50 ~ 100u1 & 0.5 ~ 2wg 胰 蛋 白 酶 ( 酶 :蛋白 为 1:10) 的 酶 解 缓 冲 液 1 
中 吸水 膨胀 。 

2) 再 加 入 约 100 ~ 300 风 缓冲 液 1( 视 胶 的 量 而 定 ) , 待 凝 胶 形 成 浆 状 物 后 置 于 37% 保温 
15 小 时 。 

3) BRS OA 2 倍 体积 的 溶液 1( 相 对 于 酶 解 缓 冲 液 1 的 量 ) 于 OOCH ARIA 1 小 时 。 


肽 的 提取 


利用 肽 的 收集 装置 〈 见 图 7.2) 从 凝 胶 浆 状 物 中 提取 多 肽 : 它 由 一 个 2ml 的 一 次 性 
注射 器 和 一 个 专用 的 直接 连 在 注射 器 上 的 Eppendorf YEH AK. WSR AKA RYE (PC-tip) 
中 含有 Smg 的 选择 性 反 相 材料 和 填充 空间 用 的 玻璃 棉 组 成 。 
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PC-tip 的 制作 


1) 将 PC-tip 连 到 含 溶液 2 的 注射 器 上 ， 通 过 PC-tip HEH lml WR 2. 

2) KF PC-tip， 再 接 到 另 一 支 含 有 溶液 3 的 注射 器 上 ， 同 样 排 掉 lml。 

3) 从 第 二 个 注射 器 上 拔 掉 PC-tip， 将 PC-tip 注 满 溶 液 3， 再 连 到 一 支 不 带 活塞 的 空 注 
射 器 上 。 

4) 在 一 支 1ml Eppendorf 移 液 器 (尖端 切 掉 2mm) 的 协助 下 ， 将 第 3 步 酶 解 后 的 凝 胶 浆 
状 物 装 人 到 这 支 空 注射 器 中 ， 接 上 活塞 并 推 压 使 凝 胶 缓 慢 通 过 PC-tip， 将 胶 浸 在 洲 
液 3 中 ,重复 操作 一 次 。 ， 

5) 从 注射 器 上 拔 掉 PC-tip， 拿 出 玻璃 棉 塞 用 剃 须 刀片 切 去 含有 凝 胶 颗 粒 的 上 部 棉花 。 

6) 按 上 述 方式 ， 再 用 lml 溶液 3 清洗 一 次 。 

7) 另 取 一 支 干净 的 lml 注射 器 ， 注 入 溶液 2， 接 上 PC-tip， 用 500 风 溶液 将 肽 从 反 相 材 
料 上 洗 脱 至 1.5Sml Eppendorf 管 中 。 

8) 留 下 5% 用 于 MALDLMS 分 析 ， 其 余 的 冷冻 干燥 。 

9) 将 剩余 95% 的 溶液 用 SpeedVac MAE ZH, AMAR BS 60 由 左右， 用 于 Micro- 
HPLC 分 离 多 肽 。 


7.3 印迹 在 PVDF 膜 上 的 蛋白 质 原 位 降解 


7.3.1 4% # 
设 & 
一 热 混合 仪 (Eppendorf #! 5436, Hamburg, #4) 


一 微量 离心 机 (Beckman, Glenrothes, 74% ~) 
一 SpeedVac (SAVANT, Farmindale, NY, ¥E) 


缓冲 液 和 试剂 


— HERAM: 50% AHA 

一 酶 解 缓冲 液 2: SOmmol/L Tris-HCl (pH 8.5), lmmol/L EDTA，1% 辛 基 -B-D- 吡 喃 葡 
tT, 10% Zia ; 

一 酶 解 缓冲 液 3: SOmmol/L Tris-HCl] (pH 8.1), Immol/L CaCbh ，1% 辛 基 -B=D= 吡 喃 葡 
we, 10% CSR | 

一 溶液 2: OCF, F0.1%TFA 

一 溶液 3: HPLC 级 水 ， 含 0.1%TFA 

一 溶液 4: 10%TFA 的 水 溶液 

— Lys-C AW HAR (MAPA, Boehringer, Mannheim, ##E) 

一 胰 蛋 白 酶 (CMAP, Promega, Madison. WI, #4) 
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73.2 + & 
膜 片 的 制备 


1) 用 洗涤 溶液 清洗 膜 上 的 蛋白 质 斑 点 (蛋白 质 用 考 马 斯 兰 或 硫 氰 酸 铵 染色 ) ,清洗 1 分 钟 。 
2) 切 下 大 约 1~2 mh 润 湿 膜 片 ， 转 移 至 0.Sml Eppendorf 管 中 。 


Lys-C 降解 


3a) 加 入 10 ~ 30pl & 0:2 ~ 0.5yg Lys-C 内 切 蛋白 酶 的 酶 切 缓冲 液 2， 于 36C 保温 15 小 
时 〈 缓 冲 液 要 浸没 膜 片 ) 。 


胰 蛋 白 酶 酶 切 降解 
3b) 加 入 10 ~ 30ul & 0.2 ~ 0. 5yg 修饰 胰 蛋 白 酶 的 酶 切 缓冲 液 3， 于 37°C Rib 15 小 时 。 
肽 的 抽 提 


1) 胰 蛋 白 酶 降解 后 超声 5 分钟， 离心 ， 将 上 清 转移 至 一 个 新 的 0.5ml Eppendorf 管 中 。 
2) 依次 用 20 ~ 50 风 的 溶液 3 和 20 ~ 50 风 溶液 2 清洗、 超声 ， 离 心 收集 溶液 。 

3) 留 下 $% 体 积 的 收集 液 用 于 MALDLMS 分 析 ， 从 质量 数据 库 中 搜寻 鉴定 多 肽 。 

4) 通过 SpeedVac 去 除 剩 余 95% 收集 液 中 的 有 机 溶剂 ， 使 体积 剩 下 约 1/4。 

5) FA Sul 10%TFA 酸化 。 


7.4 酶 切 多 肽 片段 的 分 离 


酶 切 产 生 的 多 肽 片段 可 以 用 微 孔 或 窗 孔 反 相 液 相 色谱 柱 分 离 ， 若 要 达到 此 类 柱子 的 
最 佳 分 离 效 果 ， 必 须 使 用 HPLC 装置 ， 从 而 能 够 在 20 ~ 200M/ 分 钟 之 间 具 有 稳定 的 流速 
和 高 度 重 复 性 的 梯度 。 调 整 检 测 器 使 之 适合 很 小 的 流速 ， 并 要 直接 连 在 HPLC 柱 的 出 口 
端 ， 检 测 器 到 部 分 收集 器 间 要 使 用 仅 有 几 微 升 容 量 的 内 径 较 细 的 管 ， 避 免 收集 在 离心 管 
中 的 肽 峰 形 加 宽 和 延迟 时 间 长 。 多 肽 主要 在 214nm 波长 处 检测 ， 另 外 的 两 个 波长 260nm 
和 280nm 用 于 检测 芳香 族 或 修饰 的 氨基 酸 〈 如 吡啶 基 乙 基 化 的 半 胱 氨 酸 )。 


7.4.1 材料 
设 备 
一 适用 于 微量 HPLC 的 装置 (SMART 系统 ，Pharmacia Biotech，Freiburg， 德 国 ) 
一 HPLC 柱 : wpRPC CCs，SC2.1/10 (内径 2.1mm， 长 度 10cm， 颗 粒 大 小 3um, Pharma- 
cia Biotech，EFreiburg， 德 国 ) 
一 SpeedVac (SAVANT, Farmingdale，NY， 美 国 ) 
一 微量 离心 机 (Beckman，Glenrothes， 苏 格 兰 ) 
— 0.5ml Eppendorf 管 架 
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溶液 


一 洗 脱 液 A: 含 0.1% TFA 的 HPLC 级 水 
一 洗 脱 液 B: 含 0.095% TFA N ZAR 


微量 分 离 的 条 件 


1) 将 余下 95% 的 凝 胶 内 降解 或 印迹 斑 点 降解 来 源 的 多 肽 混合 液 于 微量 离心 机 中 高 速 离 

心 3 分 钟 。 

2) 上 清 液 加 到 HPLC 进 样 器 中 。 

3) 用 含 0.1% TFA 的 乙 且 线 性 梯度 分 离 多 肽 ， 樟 度 为: 

— 5%B 相 ，5 分 钟 

— 5% ~45%B 相 ，5~ 85 分 钟 

— 45% ~85%B 相 ，85 ~ 105 分 钟 
Bit BA 1001/43 Ft, FA Peak Monitor (Pharmacia Biotech，Freiburg， 德 国 ) 检测 肽 峰 ， 

波长 214、260 和 280nm， 按 214nm 波长 的 检测 自动 收集 肽 。 


7.5 结果 和 讨论 


在 凝 胶 内 或 印迹 在 PVDF 膜 上 的 蛋白 质 原 位 降解 后 的 结果 以 图 7.3、7.4 为 例 。 用 
20 块 一 系列 的 HP-2-DE 鉴定 胶 分 离 人 心肌 蛋白 ， 经 常规 的 考 马 斯 蓝 染 色 后 ， 从 10 块 
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7.3 凝 胶原 位 降解 后 的 HPLC 肽 谱 ， 胰 酶 降解 后 用 pRPC C,/C,, SC2.1/10 HPLC 柱 分 离 。 
人 心肌 有 蛋白 经 HP-2-DE 凝 胶 分 离 ， 切 下 10 个 含 该 蛋白 的 凝 胶 块 (10 块 胶 )， 酶 切 后 用 多 肽 
收集 装置 洗 脱 、 浓 缩 和 脱盐 ， 再 进 样 至 微量 HPLC 柱 中 进行 分 离 。 该 蛋白 经 MALDLMS (图 
7.5) 鉴定 为 肌 球 蛋白 轻 链 2。 
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图 7:.4 膜 上 原 位 降解 后 HPLC 肽 谱 , 胰 酶 降解 后 用 pRPC C,/C,,, SC 2.1/10 HPLC 柱 分 离 。 将 
8 块 HP-2-DE 凝 胶印 迹 在 PVDF 膜 上 , 切 下 感 兴趣 的 蛋白 质 斑点 。 蛋 白质 与 图 7.3 中 的 相同 。 


凝 胶 中 切 下 目的 蛋白 质 ， 将 这 10 块 凝 胶 用 胰 酶 降解 。 产 生 的 多 肽 按 图 7.1A 途径 利用 多 
肽 收集 装置 浓缩 、 脱 盐 。 取 SMEG MALDLMS 分 析 ，0.8 匈 的 样品 作为 MS #2, MBA 
果 见 图 7.5。 
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图 7.5 MALDI-MS 质谱 。 人 心肌 蛋白 经 HP-2-DE 凝 胶 电 泳 分 离 后 ， 蛋 白质 斑点 在 凝 胶 内 酶 
切 产 生 肽 段 ， 再 经 肽 收集 装置 的 浓缩 和 脱盐 进行 质谱 分 析 。 通 过 五 组 相 匹 配 的 肽 段 〈( 星 号 
标记 ) ， 鉴 定 出 该 蛋白 质 为 肌 球 蛋白 轻 链 2。 该 谱 图 由 Fisons TofSpec 按照 反射 模式 绘 出 。 
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大 部 分 (95% ) 的 多 肽 混合 物 在 SMART 系统 上 用 pRPC C,/C,,, SC 2.1/10 HPLC 柱 
进行 分 离 。 另 一 套 实验 路 线 为 : 将 8 块 凝 胶印 迹 到 PVDF 膜 上 ， 硫 氰 酸 铵 染色 后 ， 将 目 
的 蛋白 的 斑点 〈 第 一 套 方法 中 相同 的 位 置 ) 从 膜 上 切 下 ， 按 照 图 7.1B 途径 用 含 辛 基 - 
B-D - 吡 喃 葡 糖 苷 去 垢 剂 的 酶 解 缓冲 液 进行 胰 酶 降解 。 同 样 ，5% 用 于 MALDI - MS 分 析 ， 
0.8% 作 为 MS 靶 的 样品 ，95 的 样品 按 上 述 方 法 进行 分 离 。 如 图 7.3、 图 7.4 所 示 ， 雍 
胶 和 PVDF 膜 降 解 的 肽 图 是 一 致 的 ， 但 所 得 肽 的 产 率 凝 胶 法 比 PVDF 膜 印 迹 法 高 3 倍 
(已 考虑 了 PVDF 膜 方 法 仅 用 了 8 个 蛋白 斑点 )。 

MALDI- MS 分 析 可 以 和 分 子 量 搜寻 程序 FRAGMOD 一 同 联 用 (Thiede et al. 1996), 
质量 分 析 明 确 地 显示 出 两 种 方法 分 析 的 蛋白 质 都 是 肌 球 蛋白 轻 链 2。 然 而 在 MOWSE 多 
肽 质量 数据 库 (Pappin et al. 1993) 中 搜寻 不 到 该 蛋白 质 ， 这 是 因为 该 程序 不 能 识别 修 
饰 的 蛋白 质 ， 例 如 甲 硫 所 酸 的 氧化 。 通 过 多 肽 收集 装置 制备 的 多 肽 混合 物 由 于 已 去 除了 
缓冲 液 中 的 盐 组 分 ， 故 MALDI-MS 质谱 分 析 时 可 得 到 较 好 的 信号 /噪音 比 。 

通过 膜 上 原 位 降解 制备 多 肽 混合 物 的 方法 简单 、 省 时 ， 且 很 多 和 蛋白质 可 较 方便 地 固 
定 在 膜 上 ， 但 蛋白 质 从 凝 胶 转移 到 膜 的 印迹 过 程 中 会 有 一 定量 的 损失 ， 另 外 ， 玻 水 性 强 
的 蛋白 质 降解 后 肽 的 洗 脱 收 率 也 较 低 ， 故 在 凝 胶 内 的 酶 切 方法 常常 更 为 优先 采用 。 


( 李 民 译 。 陈 常 庆 校 ) 
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采用 胶 内 蛋白酶 降解 的 微量 测序 用 的 肽 的 分 离 


U. Hellman 


818 Bs 


与 15 年 前 分 子 生 物 学 出 现时 所 作 的 预言 相 比 ， 现 在 对 经 典 的 氨基 酸 序列 分 析 的 要 
求 提 高 了 。 其 目标 不 再 是 通过 直接 测序 去 确定 一 个 蛋白 质 的 全 部 一 级 结构 ， 而 是 只 对 纯 
化 的 蛋白 质 酶 解 后 的 几 个 较 短 的 肽 段 进 行 序列 测定 。 所 得 的 序列 通常 用 于 朝 核 苷 酸 探 针 
的 设计 ， 以 便于 随后 的 cDNA 克隆 和 DNA 测序 。 内 部 肽 段 序 列 的 另 一 个 重要 应 用 是 设 
计 和 生产 肽 的 抗体 ， 它 是 一 种 对 分 析 和 制备 都 非常 有 用 的 工具 。 此 外 ， 另 一 种 用 途 是 用 
作 纯 蛋白 的 阳性 鉴定 。 

目前 ， 大 量 分 析 的 是 一 些 由 培养 细胞 所 得 的 微量 样品 ， 因 此 ， 要 求 有 一 个 高 灵敏 度 
的 制备 技术 不 能 算是 过 分 。 常 规 使 用 的 柱 层 析 方 法 所 遇 到 的 一 个 普遍 的 问题 是 蛋白 质 往 
往 会 因 吸 附 在 柱 的 载体 和 各 种 吸 嘴 、 试 管 和 收集 管 的 表面 ， 而 导致 样品 的 损耗 ， 这 对 大 
多 数 样 品 是 典型 的 ， 并 且 是 在 处 理 膜 相关 蛋白 这 类 玻 水 蛋白 中 经 常 遇 到 的 问题 。 

从 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 后 经 考 马 斯 蓝 染 色 的 可 见 蛋 白条 带 去 制备 蛋白 酶 酶 解 样品 ， 
是 即 能 有 高 回收 率 的 微量 纯化 而 又 对 于 任何 蛋白 质 都 能 实际 操作 的 一 个 方便 制备 技术 
(Rosenfeld et al. 1992; Hellman et al. 1995)。 这 方法 即 可 在 纯化 步骤 早期 也 可 在 晚期 使 
用 ， 所 要 求 的 是 必须 有 至 少 10 ~ 20pmol 均一 的 样品 ， 并 确保 分 析 的 样品 是 目的 蛋白 而 
不 是 杂质 。 

下 面 将 详细 介绍 在 凝 胶 内 酶 解 的 实验 操作 ， 因 为 这 在 我 们 实验 室 里 已 经 用 分 析 了 
400 种 以 上 的 蛋白 质 。 


8.2 操作 大 纲 


1) 切 下 条 带 ， 转 移 至 1.Sml Eppendorf 管 。 

2) 用 脱色 液 洗 去 染色 剂 和 SDS， 再 换 用 酶 切 缓冲 液 冲洗 。 
3) 完全 干燥 凝 胶 。 

4) 再 水 化 溶 胀 时 将 蛋白 酶 吸入 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 

5) 保温 。 

6) 抽 提 肽 段 。 

7) 用 液 相 层 析 分 离 肽 段 。 
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8.3 材 料 
胰 蛋 白 酶 酶 解 


一 洗涤 液 : 0.2molL RRMAB, 50% ZF 
一 BRAM: 0.2mol/L KRAK 
一 抽 提 液 : 0.1%S=AMCRKBR, 0% ZH 


LysC 酶 解 


一 洗涤 液 : 0.SmolL Tris-HCl (PH 9.2), 50% ZAR 
— 酶 解 缓冲 液 : O.1mol/L Tris-HCl (pH 9.2) 
一 抽 提 液 : 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 ，60% 乙 且 


一 修饰 胰 蛋 白 酶 ， 测 序 级 〈Promega Corp., ，Madison，WI，#YV5111)。 将 20xg 冻 干 粉 溶 
于 200p] 1 mmol/L HCl 中 。 将 此 0.1ng/ 由 的 酶 液 等 分 为 每 份 1 由 ，- 20 民 贮藏 。 每 
次 酶 切 消化 时 在 底 物 中 加 入 Sul 酶 液 ， 由 于 胰 酶 酶 解 后 产生 的 肽 段 数量 大 、 片 段 
小 ， 故 主要 用 于 肽 谱 分析 或 蛋白 质 的 鉴定 。 

一 内 肽 酶 LysC (4chromobacier lyticus 来 源 ) (WAKO Chemicals GmbH, Neuss, Germany, 
# 129-02541) Smg/ml 贮存 于 0.1mol/L Tris-HCI (pH 9.2) 缓冲 液 中 ，- 20% 保存 。 
再 用 相同 的 缓冲 液 稀 释 100 倍 ， 按 0.05ug/ 由 分 装 ， 每 份 Spl F-2CKH. HK 
取 10 由 加 入 底 物 进行 酶 解 。 我 们 在 许多 分 析 中 都 采用 了 具有 高 度 的 专 一 性 和 稳定 
性 的 LysC 这 种 蛋白 酶 ， 它 能 裂解 出 相对 较 长 片段 的 有 天 ， 有 利于 赛 核 苷 酸 探 针 的 设 
计 。 根 据 它 的 高 度 专 一 性 ， 我 们 可 以 知道 每 个 片段 (RST N 端的 片段 ) 的 前 端 为 
一 个 赖 氨 酸 残 基 ， 这 种 “ 双 密 码 子 ”氨基 酸 有 效 影 响 了 肽 段 的 延长 。 


层 析 设备 


一 台 理 想 的 层 析 仪 能 够 运行 小 孔 或 狭 孔 的 反 相 液 相 层 析 。 我 们 使 用 SMART 系统 
(Pharmacia Biotech，Uppsala，Sweden) ， 可 同时 对 洗 脱 过 程 进行 三 个 波长 的 检测 ， 这 样 在 
序列 分 析 前 能 提供 了 关于 该 肽 的 重要 的 信息 。 在 肽 的 初步 分 离 和 进一步 层 析 中 ， 我 们 分 
Fille FA ARAB EE RPC C,/C,, SC 2.1/10 和 Sephasil Cs SC 2.1/10。 


层 析 条 件 


所 有 在 胶 内 酶 解 得 到 的 蛋白 质 片 段 的 分 离 均 采用 了 反 相 液 相 层 析 法 。 用 乙 且 (a 
0.06% 三 氟 乙 酸 ) 的 线性 梯度 洗 脱 (160 24FA CARH 0% 上升 至 40% )， 流 速 为 100ul/ 
分 钟 。 各 组 分 以 特有 的 紫外 吸收 信和 号 为 选择 标准 ， 自 动 收 集 在 0.3ml Eppendorf 管内 。 检 
测 波长 分 别 为 215、254、280nm。 这 些 波长 的 检测 能 对 洗 脱 的 肽 提供 很 有 价值 的 信息 ， 
AAA Ze ako Me EZ, SEK EAR (2$S4nm)， 酪 氨 酸 或 色 氨 酸 (280/254/215 比值 ) 
或 芳香 族 杂 质 很 容易 被 识别 出 来 。 
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溶剂 


—=AZR, fifH (Pierce, Rockford, IL, #28902) 
— Z)8, WHEE A (Merck, Darmstadt, Germany # 1.14291) 
— 7k, Milli-Q 级 ， 不 允许 接触 塑料 类 制品 如 含 芳 香 增 塑 剂 的 PVC 导管 


其 他 


一 旋转 蒸发 器 (干燥 凝 胶 和 缩小 体积 ) ， 也 可 用 缓慢 的 氮气 流 替 代 
一 保温 设备 ， 如 装 有 一 小 振 功 器 的 空气 加 热 的 柱 温 箱 


s4 wg Ff 


1) 将 经 还 原 和 烷 基 化 的 样品 进行 标准 SDS-PAGE 或 双向 凝 胶 电 泳 分 析 。 要 确保 有 足够 
量 的 蛋白 样品 〈 一 般 > 10pmol)。 样 品 过 多 ， 有 可 能 几 个 电泳 泳 道 的 条 带 会 连 在 一 
起 ， 若 样品 浓度 太 稀 ， 最 好 先 沉 淀 浓缩 再 少 走 几 个 泳 道 。 我 们 用 4- 乙 烯 吡啶 作为 
烷 化 剂 是 因为 它 在 半 胱 氨 酸 残 基 上 加 上 了 显 色 基 团 ， 就 可 通过 在 254nm 特异 性 的 紫 
外 吸收 鉴定 出 含 半 胱 氨 酸 的 肽 。 

2) 由 标准 的 考 马 斯 蓝 方法 染色 和 脱色 。 

3) 切 出 确认 的 条 带 。 具 体操 作 时 最 好 走 一 个 空 泳 道 作 为 阴性 对 照 ， 走 一 个 已 知 量 的 标 
ESA (PG 4.5yg 还 原 和 烷 基 化 的 卵 清 蛋 白 ) 作为 阳性 对 照 。 


注意 : 如 果 凝 胶 已 经 二 了 ， 无 论 是 塑料 膜 包 衷 的 还 是 在 滤纸 上 都 必须 首先 用 水 重新 润 温 ， 使 它 能 从 载体 上 分 
离 下 来 。 


4) 加 入 足够 体积 的 洗涤 液 盖 住 凝 胶 ， 通 常 为 100 ~ 300nl, VER 2K, F 30% 保 温 振 蔓 
至 少 30 分 钟 再 倒 掉 洗 涤 液 。 为 了 方便 起 见 ， 可 以 随意 延长 一 些 时 间 而 不 会 有 问题 ， 
因为 凝 胶 上 的 完整 蛋白 质 很 难 被 洗 脱 丢 失 。 

5) 用 氮气 流 或 旋转 蒸发 仪 将 凝 胶 彻 底 干 燥 ， 这 是 与 原来 方法 (Rosenfeld et al. 1992) 相 
比 的 一 个 小 的 但 却 很 重要 的 区 别 。 

6) 用 几 微 升 酶 解 缓冲 液 使 胶 重新 水 化 /重新 膨胀 。 

7) 在 凝 胶 膨胀 过 程 中 ， 加 入 0.5wg 蛋白 酶 让 它 吸 入 凝 胶 中 ， 然 后 每 次 加 入 一 小 份 酶 切 
缓冲 液 使 胶 慢 慢 膨胀 至 原来 的 大 小 (RAK). 

8) 30% 保 温 过 夜 。 

9) 加 入 三 氟 乙 酸 (TFA) 至 终 浓度 为 1% ， 使 凝 胶 酸 化 。 

10) 收集 上 清 液 ， 加 抽 提 液 ( 足 够 的 体积 覆盖 凝 胶 ) 在 30% 至 少 保湿 30 分 钟 。 将 提取 液 
与 以 前 的 上 清 液 合并 ， 重 复 提 取 。 将 提取 液 合并 ， 如 果 愿 意 ， 保 湿 时 间 可 以 延长 。 

11) 旋转 蒸发 缩小 体积 为 大 约 113， 从 提取 液 中 除去 大 多 数 有 机 溶剂 。 

12) 用 小 孔 反 相 层 析 分 离 产生 的 片段 。 


8.5 结果 和 评论 


图 8.1 中 的 例子 〈 由 Lars Rinnstrand 博士 友好 提供 ) 表示 用 亲 和 层 析 得 到 的 样品 ， 
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合成 肽 固定 在 柱 上 。 解 吸 的 材料 总 量 大 约 20ug, YE SDS-PAGE， 从 考 马 斯 亮 蓝 染色 的 带 
上 可 见 各 种 分 子 量 的 相互 作用 蛋白 ， 所 有 这 些 用 LysC 原 位 水 解 。 来 自 200 Da 带 的 层 析 
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8.1 a. 一 个 200kDa 蛋白 质 的 蛋白 酶 水 解 片段 的 反 相 液 相 层 分 离 。 这 些 片段 是 用 LysC 
专 一 性 的 蛋白 水 解 酶 在 胶 中 原 位 水 解 产 生 的 。b. 前 面 层 析 图 的 部 分 〈45 ~ 85 分 钟 ) ， 标 注 
了 收集 的 组 分 〈 垂 直 的 线 ) 以 及 两 个 肽 的 氨基 酸 顺 序 。 更 详细 的 情况 见 正 文 。 


图 显示 在 图 中 。 对 一 些 选择 的 肽 测序 ， 得 到 结论 : 这 个 200kDa 的 蛋白 质 是 肌 球 蛋白 ,这 
是 一 个 出 卑 意料 的 发 现 。 尽 管 大 约 95% 的 峰 在 层 析 图 上 可 见 ， 可 能 选择 一 些 表 观 均一 
的 肽 ， 不 经 重新 可 以 明确 无 误 地 确定 样品 。 设 定 适当 的 参数 ， 常 规 地 ， 用 自动 收集 峰 的 
方法 收集 组 分 。 图 8.1lb 给 出 了 具有 代表 性 的 例子 ， 这 是 放大 的 部 分 CM 45 到 85 分 钟 ) 
标 出 了 决定 的 序列 。 


尽管 使 用 现代 专门 的 层 析 装 置 可 得 到 很 好 的 分 辨 率 ， 有 时 碰巧 一 个 组 分 含 两 个 或 多 - 


个 肽 。 这 通常 由 峰 的 不 对 称 形状 或 有 二 个 紫外 不 同 的 最 大 的 信号 所 揭示 ， 后 者 表示 肽 的 
芳香 含量 不 均一 。 当 有 怀疑 时 ,我们 将 4 个 分 辨 差 的 组 分 合并 ， 用 旋转 蒸发 ， 减 少 有 机 
溶剂 的 浓度 ， 将 肽 的 混合 物 在 Cs 柱 上 重新 层 析 。 图 8.2 上 部 的 曲线 表示 用 胰 蛋 白 酶 水 
解 从 Triton 酸 腺 凝 胶 电 泳 分 离 制备 的 组 蛋白 的 部 分 层 析 图 。 底 部 的 曲线 是 将 两 个 作 了 标 
记 的 组 分 放 在 一 起 重新 层 析 。 重 新 层 析 这 两 个 组 分 的 回收 率 分 别 是 85% 和 82% 。 产 生 
的 这 4 个 组 分 由 序列 分 析 发 现 是 均一 的 。 
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图 8.2 ”一 个 胰 蛋 白 酶 水 解 的 组 蛋白 的 反 相 层 析 图 。 为 清楚 起 见 仅 有 层 析 图 的 选择 的 部 分 显 
示 。 上 部 的 曲线 表明 在 C/Ces 柱 上 水 解 的 部 分 。 底 部 的 曲线 ， 两 个 标记 了 的 组 分 合并 在 一 
起 ， 重 新 在 Cs 柱 上 层 析 ， 在 组 分 旁 给 出 的 数字 是 用 SMART 软件 积分 给 出 的 面积 ， 以 任意 
单位 表示 。 


在 干 胶 上 的 蛋白 质 ， 或 者 在 滤纸 上 或 者 在 两 个 塑料 条 之 间 可 被 原 位 水 解 ， 这 就 提供 
了 对 在 档案 中 的 蛋白 质 进 行 分 析 的 可 能 性 ， 这 些 胶 可 能 已 有 几 年 了 ， 也 可 能 由 于 各 种 原 
A, Uke, MRR. 


8.6 疑难 解析 


。 如 果 没 有 足够 量 的 蛋白 质 存在 凝 胶带 上 从 而 得 不 到 肽 ， 原 因 可 能 是 酶 的 活性 太 低 。 如 
果 认 为 这 个 原因 ， 用 不 同 的 酶 ， 重 复 整 个 过 程 。 在 大 多 数 情况 下 可 以 得 到 正 的 结果 。 
这 证 明 凝 胶 虽 然 被 多 次 洗 和 提取 失去 样品 完整 性 的 可 能 性 很 小 。 

。 应 该 指出 当 得 不 到 肽 的 时 候 ， 主 要 的 原因 是 样品 的 量 太 低 ， 因 为 蛋白 质 染 色 的 效率 不 
同 ， 从 考 马 斯 亮 蓝 的 强度 来 估计 蛋白 质 的 量 是 不 可 靠 的。 如 前 面 所 指出 的 建议 用 已 知 
量 的 标准 蛋白 作为 正 的 对 照 ， 并 用 对 胶 上 的 没有 和 蛋白质 的 空白 水 解 作为 负 的 对 照 。 

。 如 果 在 一 个 大 体积 胶 上 作 水 解 ， 回 收 将 比较 低 ， 为 了 克服 这 点 ， 在 电泳 前 样品 必须 浓 
缩 。 所 选择 的 方法 依赖 于 样品 ， 用 氯仿 /甲醇 /水 进行 沉淀 的 方法 可 得 到 好 的 结果 。 
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(Wessel and Fliigge 1984) 。 

。 依 我 们 的 经 验 将 10 ~ 20pmol 的 蛋白 质 加 到 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 就 可 产生 足够 的 材料 用 
于 序列 分 析 ， 这 是 基于 用 Applied Biosystems Model 470A 序列 仪 ， 后 来 的 型 号 有 近似 5 
倍 更 高 的 灵敏 度 。 

。 如 果 产 生 的 肽 的 再 现 率 高 ， 重 新 水 解 凝 胶 不 会 导致 另外 的 肽 〈Hellman et al. 1995)。 

在 胶 中 水 解 的 步骤 提供 了 一 个 快 而 普 适 的 从 任何 蛋白 产生 蛋白 内 部 片段 的 应 用 技 

水 = 


(=F Rit RK 校 ) 
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自动 微量 测序 : 引言 与 概述 


B. Wittmann-Liebold 


9.1 5 言 


Frederick Sanger 和 他 的 同事 们 首次 测定 了 一 种 蛋白 质 即 牛 胰岛 素 的 氨基 酸 线性 结 
构 ， 它 包含 2 条 肽 链 、51 个 氨基 酸 (Sanger and Thompson 1953) ， 此 后 不 久 其 他 胰岛 素 也 
被 研究 了 。 用 酸 水 解 产 生 短 的 二 肽 、 三 肽 和 四 肽 ， 这 些 短 肽 可 用 纸 层 析 分 离 并 在 N 末 
端 用 2, 4- 二 硝 基 氯 茶 (Sanger 试剂 ) 标记 以 生成 二 硝 基 葵 - (DNP-) 肽 。 在 肽 水 解 和 
乙醚 抽 提 标记 的 黄色 的 N 末 端 DNP -氨基 酸 之 后 ， 由 双向 纸 层 析 确 定 第 一 个 残 基 。 通 过 
比较 所 有 产生 的 肽 ，Sanger 最 终 成 功 地 排列 了 两 条 多 肽 链 中 的 氨基 酸 顺 序 。 由 于 此 项 工 
作 ， 他 获得 了 1958 年 度 诺 贝尔 奖 。 

1950 年 ，Pehr Edman 引入 了 从 N 末端 顺序 降解 多 肽 的 一 种 化 学 技术 ， 使 蛋白 质 结 
构 分 析 有 了 重大 进展 ， 这 就 是 著名 的 Edman 降解 (Edman 1956)。 使 用 这 种 方法 ， 许 多 
短 肽 激素 被 测序 ， 如 促 黑 激 素 Fil B (Harris and Lemerl957; Harris and Roos 1956)、 
ACTH (Li et al. 1955), IAMS HAM ih BF HR AMET FR (Du Vigneau 和 Acher 实验 
=), RA, RAST AAR (Spackman et al. 1958), BKRARAEM, CBM 
分 析 多 肽 的 氨基 酸 组 成 。 这 样 才 使 大 分 子 量 蛋 白质 的 一 级 结构 研究 和 顺序 测定 成 为 可 
能 ， 比 如 成 人 血红 蛋白 w 链 和 8B 链 ， 分 别 含有 141 个 残 基 和 146 个 残 基 〈Braunitzer et al. 
1961) 、 细 胞 色素 (Margoliash et al. 1991)、 鸡 溶菌 酶 〈Canfield 1963) 、 牛 核酸 酶 (Smyth 
et al. 1963) 、 牛 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 A (Keil et al. 1963) 、 烟 草花 叶 病 毒 外 壳 蛋 白 (Wittmann- 
Liebold and Wittmann 1963) 和 抹香鲸 肌 红 蛋白 《Edmundson 1965)。 只 有 可 获得 克 量 级 且 
易于 纯化 的 蛋白 质 才 能 完全 测序 。 限 制 性 步骤 包括 繁琐 的 单 向 纸 层 析 或 纸 电 泳 肽 分 离 技 
术 ， 缺 乏 灵 敏 的 氨基 酸 分 析 仪 ， 以 及 纯化 蛋白 和 肽 有 效 的 柱 层 析 方 法 。 在 开始 阶段 ， 没 
有 部 分 收集 器 ， 只 能 手工 收集 组 分 。 接 着 ， 发 明了 使 用 Dowex 50 的 阳离子 交换 层 析 ， 
但 此 项 技术 无 法 分 离 碱 性 的 或 疏水 肽 。 实 际 上 ， 在 这 些 条 件 下 只 有 50% 的 胰 蛋 白 酶 切 
的 血红 蛋白 肽 能 从 柱 中 回收 到 。 一 种 替代 方法 是 使 用 阴离子 交换 剂 (Dowex 1) 并 用 pH 
在 9.0 至 5.0 之 间 的 挥发 性 吡啶 乙酸 缓冲 液 洗 脱 肽 段 (Rudloff and Braunitzer 1961 ) 。 然 
而 ， 结 果 是 实验 室 里 有 一 股 浓烈 的 吡啶 气味 ! 

1967 年 ，Edman 和 他 的 同事 Geoffry Begg 发 表 了 自动 Edman 降解 程序 ， 可 以 用 约 7mg 
的 纯化 蛋白 在 一 段 合理 的 时 间 内 完成 约 60 步 的 多 肽 连续 测序 。 该 机 器 称 为 测序 仪 ， 人 允 
许 蛋 白质 和 肽 结构 的 系统 化 研究 并 导致 已 知 蛋白 质 序列 的 快速 增加 。 不 走运 的 是 Edman 
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图 9.1 Edman 降解 流程 图 。 


并 未 因此 项 重大 发 明 获 诺 贝 尔 奖 ， 虽 然 此 项 发 明 是 通 向 现代 蛋白 结构 分 析 的 钥匙 并 在 生 
物 学 、 生 物化 学 和 现代 医学 中 开辟 了 许多 新 的 领域 。 当 前 超过 71 800 个 完整 的 蛋白 质 
序列 被 收录 到 和 蛋白质 序 列 数据 库 里 (SwissProt and NBRF 数据 库 ，199%6 年 1 月 版 )， 这 归 
功 于 氨基 酸 和 核 苷 酸 测序 技术 以 及 新 的 质谱 技术 的 联合 应 用 。 可 以 预见 已 知 蛋白 质 的 数 
量 会 进一步 增加 。 

Edman 十 分 完整 地 研究 了 降解 过 程 (图 9.1) 并 引入 了 蜡 硫 氰 酸 葵 酯 (PITC) FAB 
联 试剂 。 他 引入 的 化 学 过 程 至 今 仍 无 实质 性 的 变化 ， 所 发 生 的 变化 主要 是 更 加 高 级 的 机 
器 工艺 ， 可 以 使 用 更 少 的 样品 量 进 行 降解 。 现 在 ， 只 需要 低 于 皮 摩 尔 的 量 ( 几 微克 ) ,而 
以 前 需要 毫克 量 级 ， 并 且 用 50 ~ 100 皮 摩 尔 的 蛋白 质 即 可 获得 延续 序列 。 


9.2 Edman 降解 
9.2.1 化 学 过 程 


偶 联 试剂 PITC 与 多 肽 链 自由 al NAMA RO, ERMA Ae RAK (PTC AK). 
偶 联 反应 在 45 ~ 48% 进 行 约 15 分 钟 ( 而 早期 机 器 需 30 ~ 40 分 钟 ) 并 用 大 大 过 量 的 试剂 使 
有 机 反应 完全 。 用 无 水 强酸 如 三 氟 乙 酸 (TFA) ,使 第 一 个 残 基 环 化 ， 从 而 使 该 残 基 从 番 
余 的 肽 链 释放 (裂解 ) 出 来 ， 并 成 为 2- 苯胺 基 - 噬 唑 啉 酮 衍生 物 (ATZ ASEM) (图 9.1)。 

第 一 轮 降 解 ( 循 环 ) 后 ,剩余 的 多 肽 链 可 进入 下 一 次 以 及 后 续 的 降解 循环 。Edman 还 
引入 通过 水 溶 酸 处 理 使 ATZ 毛 基 酸 衍生 物 转 化 ( 异 构 化 ) 为 更 加 稳定 的 乙 内 栈 苯 硫 脲 
(PTH 氨基 酸 ) 的 方法 ， 但 这 转化 方法 在 当初 的 很 多 年 不 得 不 手工 完成 。 最 终 ， 释 放 的 
ATZ 氨基 酸 衍生 物 被 自动 导入 转化 瓶 〈Wittmann-Liebold et al. 1976)。 当 机 器 适用 于 较 小 
量 蛋 白质 分 析 时 ， 试 剂 和 溶剂 体积 必须 从 毫升 级 调整 到 微 升 级 ， 并 引入 了 新 的 阀门 ， 以 
及 更 小 的 转化 器 (Wittmann-Liebold et al. 1976; Wittmann-Liebold 1981) 。 

PTH 氨基 酸 衍生 物 的 鉴定 通过 纸 层 析 和 用 碘 - 淀 粉 反应 染色 完成 (Edman and Hens- 
chen 1975) 。 尽 管 Edman 序列 分 析 仪 的 降解 是 有 效 的 ， 但 由 于 反应 副 产 物 干扰 纸 层 析 鉴 
定 ， 使 释放 出 来 的 PTH 氨基 酸 的 直接 鉴定 变 得 更 加 复杂 ( 见 图 9.2)。 
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图 9.2 Edman 反应 的 副 产 物 。 这 些 副 产 物 存在 于 PTH -氨基 酸 的 HPLC- 柱 中 。 
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即使 是 现代 微量 测序 ，PITC 试剂 的 水 解 副 产 物 的 形成 仍 无 法 避免 。 因 为 这 个 原因 ， 
手工 降解 是 结合 剩余 肽 氨基 酸 分 析 进 行 的 ， 即 每 个 步骤 后 取 等 分 肽 样 进行 酸 水 解 和 组 成 
分 析 。 或 者 ， 粗 的 PTH 氨基 酸 进 行 酸 水 解 ， 释 放 的 氨基 酸 用 氨基 酸 分 析 仪 分 析 〈 所 谓 
后 水 解 )。 最 初 ，Edman 降解 用 纸 条 法 完成 〈Fraenkel-Conrat et al. 1955; Shelton and Schr- 
oeder 1960), 运用 该 方法 ， 制 备 性 单 向 纸 层 析 上 的 肽 区 带 在 充满 挥发 性 碱 〈 吡 啶 ) 蒸汽 
的 干燥 器 中 与 PITC 反应 。 各 个 肽 的 好 几 个 纸 条 经 PITC 处 理 ， 并 干燥 及 用 葵 和 乙酸 乙 酯 
洗 去 多 余 的 试剂 。 裂 解 在 另 一 个 充满 TFA 薰 汽 的 干燥 器 中 进行 ，TFA 蒸汽 由 抽 真 空 产 
生 。ATZ 氨基 酸 用 乙 基 醚 抽 提 并 丢弃 ， 而 每 轮 降 解 循环 后 的 一 个 肽 条 用 20%% 吡 啶 洗 脱 ， 
以 进行 氨基 酸 组 成 分 析 ， 从 而 确定 少 了 哪个 氨基 酸 ( 减 法 Edman ) ， 那 时 进行 肽 段 序列 
分 析 需 要 微 摩尔 的 量 。Edman 降解 与 丹 酰 技 术 结 合 可 获得 更 高 的 灵敏 度 : 抽 提 等 分 的 降 
解 肽 与 二 甲 基 毛 基 蔡 磺 酰 氯 ( 丹 酰氯 ) 反 应 ,生成 荧光 性 了 衍生 物 (Gray and Hartley 1963). 
用 酸 来 水 解 所 产生 的 丹 酰 - 肽 ， 其 N 末 端 丹 酰 氨基 酸 用 聚 酰胺 膜 上 双向 薄 层 层 析 来 抽 提 
和 鉴定 。 该 分 析 法 的 不 足 之 处 是 在 每 个 循环 中 有 肽 样品 损失 。 然 而 ， 荧 光 丹 酰 氨基 酸 衍 
生物 可 在 纳 摩 尔 到 亚 纳 摩尔 的 范围 内 检测 到 。Chang 试剂 DABITC (二 甲 氨 基 偶 氮 葵 异 硫 
PRB) (Chang and Creaser 1976) 的 引入 在 通 向 更 高 敏感 度 和 更 高 质量 的 微量 测序 的 道 
路 上 迈 出 了 新 的 和 创造 性 的 一 步 ， 用 该 方法 可 以 在 3cm x 3cm 聚 酰胺 膜 上 在 纳 摩 尔 到 皮 
摩尔 范围 内 直接 确定 释放 的 肉眼 可 见 的 红色 DABTH AER ( 见 第 10 章 )。 


9.2.2 基于 Edman 的 测序 仪 


在 基于 Edman 化 学 过 程 的 测序 仪 上 可 有 效 地 进行 蛋白 质 和 肽 的 微量 测序 。 序 列 由 
分 段 化 学 步骤 确定 ， 即 在 机 器 里 从 N 末端 依次 降解 多 肽 链 的 氨基 酸 。 测 序 仪 降解 可 比 
人 工 过 程 获得 更 高 的 重复 产 率 ( 见 下 文 ) 和 更 高 的 灵敏 度 。 这 是 由 于 氧 的 最 佳 隔 离 ， 在 一 
定 惰 性 气体 (Ar 或 氢气) 压力 下 机 器 中 所 有 试剂 的 良好 保存 ， 测 序 仪 部 件 的 耐用 性 和 高 
性 能 (Wittmann-Liebold,1981,1986,1992) 以 及 释放 的 氨基 酸 衍生 物 UV 探测 (254 或 268nm ) 
的 高 灵敏 度 。 

机 器 中 的 Edman 化 学 过 程 包 括 三 个 不 同 的 反应 (图 9.1): 

。 碱 性 条 件 下 Edman 试剂 PITC 与 蛋白 质 -氨基 酸 偶 联 

。 在 强 无 水 酸 条 件 下 第 一 个 残 基 从 剩余 完整 的 多 肽 链 上 以 2 -苯胺 基 噬 唑 啉 酮 (ATZ AE 
酸 ) 裂 解 下 来 。 

。 稀 酸 条 件 下 ，ATZ -氨基 酸 在 转化 器 里 转化 (RM) 为 更 稳定 的 葵 基 乙 内 酰 硫 脲 衍 
生物 (PTH ASEM) (图 9.1b) 

所 有 这 些 反 应 完全 自动 进行 并 且 循 环 许多 次 以 读 出 延续 序列 ， 释 放 的 PTH 氨基 酸 由 高 

效 液 相 层 析 (HPLC ) 在 线 定 量 测 定 〈Wittmann-Liebold and Ashman 1985)。 典 型 地 ，10 到 

100 皮 摩 尔 的 样品 被 加 和 人 到 测序 仪 的 反应 器 里 。 所 需 的 量 取 决 于 样品 的 质量 、 氢 基 酸 顺 

序 和 所 要 的 序列 长 短 。 降 解 质量 也 在 很 大 程度 上 取决 于 样品 纯度 、 分 子 量 、 单 个 序列 和 

测序 仪 的 技术 局 限 性 以 及 化 学 试剂 的 质量 。 至 多 50 ~ 60 个 残 基 可 以 准确 确定 ， 常 常 序 

列 可 进一步 读 下 去 ， 但 在 后 面 的 步骤 里 实际 上 所 有 的 氨基 酸 都 存在 。 因 此 ， 必 须 减 去 前 

面 的 循环 而 且 读 出 序列 需要 丰富 的 经 验 ， 并 很 容易 错误 解读 。 在 最 佳 的 技术 条 件 下 ， 机 
ET 


器 可 以 达到 96% ~ 98 狗 的 重复 收 率 (图 9.3)， 这 意味 着 第 $0 个 循环 时 ， 第 50 位 的 所 基 
酸 残 基 最 多 只 有 约 10% ~20% KR FHS FI 80% ~ 90% BIHAN PTH AEM (HIE 


重复 收 率 
80 es 
se 和 
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to. 99% 
Be aie 
40 C 
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图 9.3 95%. 98% 和 99% MRA BS RRNA. WA TABI 95% ~ 
98% ,只 有 获得 了 98 允 的 重复 收 率 才 可 解读 延续 降解 结果 。 如 果 有 不 稳定 氨基 酸 (Ser. Thr, 
Tp 等 ) 出 现 或 样品 洗 出 ,理论 收 率 会 大 量 减 少 。 


[log] 


图 9.4 一 次 运行 的 实验 重复 收 率 的 计算 。 由 于 每 种 氨基 酸 获 得 的 结果 不 同 ,只 有 相同 的 残 基 的 收 
率 才 可 比较 ,如 Ala 在 第 n 步 和 第 n+x 步 的 收 率 (pmol) 等 ,根据 给 出 的 公式 (a) HAMA, BK 
循环 所 释放 的 皮 摩 尔 质 量 对 循环 数 作 图 (对 数 坐标 ), 外 推 到 第 一 步 的 值 给 出 重复 收 率 (b)。 
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生 或 拖 尾 )， 这 样 使 鉴定 困难 。 所 以 ， 连 续 运 行 的 测序 仪 的 重复 收 率 必须 优 于 9%6%。 为 
了 判断 测序 仪 的 实际 降解 和 性 能 ， 常 计算 起 始 收 率 (第 一 个 释放 的 PTH ARR) 和 重 
复 收 率 〈 图 9.4)。 

测序 仪 配备 了 用 于 与 标准 PTH 氨基 酸 混 和 物 比 较 以 定量 确定 每 个 PTH ARR 
物 的 软件 。 而 且 ， 软 件 包 能 进行 起 始 循环 (无 PTH ARM) HPLC 梯度 层 析 的 背景 校正 
和 /或 减 去 前 面 循环 以 助 于 确定 下 一 个 氨基 酸 。 

由 于 三 甲 基 胺 非常 易 挥 发 且 容 易 用 惰性 气体 流 清 除 ， 大 多 数 在 用 的 测序 仪 用 三 甲 胺 
水 溶液 作为 碱 使 肽 与 PITC 偶 联 。 在 更 新 的 机 器 (40 Procise 测序 仪 ) 里 ， 这 些 碱 由 N- 
甲 基 哌 啶 的 水 /甲醇 溶液 替代 。 与 PITC 偶 联 后 ， 过 量 的 试剂 和 碱 必 须 用 有 机 溶剂 如 庚 烷 
和 乙酸 乙 酯 反复 洗 和 多 次 的 干燥 步骤 (惰性 气体 吹 洗 ) 彻底 去 除 。 裂 解 在 无 水 TFA 中 
完成 以 避免 多 肽 链 内 部 的 肽 链 水 解 断裂 。 这 种 内 部 肽 键 的 裂解 对 样品 的 进一步 降解 有 严 
重 的 影响 ， 因 为 可 能 形成 新 的 N 末端 基 团 ， 这 将 增加 PTH 所 基 酸 层 析 谱 的 背景 噪声 。 
这 样 的 肽 键 水 解 断裂 会 发 生 在 含水 的 TFA 中 ， 所 以 ，TFA 中 的 水 分 必须 完全 去 除 。 因 
为 TFA 的 吸湿 性 ， 在 空气 中 重新 装 瓶 已 经 增加 了 TFA 的 水 污染 。 大 的 蛋白 质 中 更 容易 
出 现 不 稳定 的 肽 键 (最 弱 的 肽 键 是 Asp-Pro) ， 更 有 可 能 产生 新 释放 的 氨基 ， 导 致 严重 的 
背景 噪声 。 

裂解 后 ， 酸 必须 用 大 量 惰性 气流 清除 。 然 后 ， 释 放 的 氨基 酸 的 唆 唑 啉 酮 溶解 在 丁 基 
毛 中 并 转移 至 转化 器 里 ， 转 化 在 25% ~40%TFA 溶液 中 进行 ， 转 化 结束 后 ， 转 化 介质 被 
干燥 去 除 ，PTH 氨基 酸 溶 解 于 合适 的 溶剂 混合 物 以 自动 注入 HPLC 系统 的 柱 中 。 通 常 ， 
测序 仪 装备 有 梯度 HPLC 系统 ， 但 也 能 对 PTH -氨基 酸 进行 等 梯度 洗 脱 。 

高 效 降解 的 关键 是 使 用 高 质量 的 试剂 和 溶剂 (测序 纯化 学 试剂 ) ， 必 须 不 含 其 他 成 
分 ， 主 要 是 醛 类 、 过 氧化 物 和 自由 基 。 如 不 小 心 会 导致 循环 过 程 中 N 末端 氨基 酸 的 封 
闭 ， 以 及 降解 停止 或 释放 的 氨基 酸 遭 破坏 ， 而 且 会 洗 出 一 些 样品 ， 主 要 是 短 的 疏水 肽 。 
这 些 情 况 下 ， 已 开始 使 用 多 肽 与 结合 在 玻璃 膜 上 合适 的 支持 物 共 价 结合 的 方法 〈Laursen 
1977; Wittmann-Liebold 1986; Machleidt et al. 1973), K##W24 WH Ak BE AGE Edman 
降解 的 柱 中 〈 固 相 测序 仪 ，Laursen 1971), RA RHW-AAK (WRAAK) 被 引入 
简 、 印 迹 简 或 流 过 式 反 应 器 进行 降解 。 芳 香 氮 膜 固定 肽 的 修饰 可 以 直接 在 流 过 式 反 应 器 
里 原 位 完成 〈Herfurth et al. 1991a) 。 在 蛋白 质 上 样 前 ， 用 1，5 -二 甲 基 - 1，5 -二 氮 十 一 
亚 甲 基 聚 甲 省 化 物 (polybrene,， 图 9.5) 处 理 支 持 物 可 以 减少 样品 的 洗 出 。 polybrene 是 一 
种 四 重 碱 ， 有 助 于 蛋白 质 膜 粘贴 到 玻璃 或 PVDF 支持 物 上 。 以 前 ， 因 为 蛋白 质 膜 不 稳 
定 ， 很 容易 碎 裂 和 (或 ) 被 洗 出 ， 引 入 polybrene 用 于 将 蛋白 质 膜 固定 到 旋转 杯 测序 仪 
的 玻璃 壁 上 。 然 而 polybrene 并 不 形成 共 价 键 而 是 提供 与 蛋白 质 带 负 电 残 基 的 静电 相互 
作用 。 

高 灵敏 度 机 器 的 构造 (Wittmann-Liebold 1981, 1986, 1992; Hewick et al. 1981) 以 及 
它们 不 同安 装 调制 部 件 将 在 下 面 讨 论 ， 过 去 为 检测 释放 的 氨基 酸 衍生 物 使 用 过 好 几 种 可 
能 的 方法 ， 其 中 有 气体 层 析 法 、 各 种 薄 层 方法 以 及 质谱 。 最 终 ， 随 着 HPLC 的 发 展 ， 此 
项 技术 成 为 PTH -氨基 酸 鉴 定 的 常规 方法 (Zimmermann et al. 1977) 并 在 后 来 装备 了 使 其 
自动 化 的 在 线 探 测 系统 ， 这 个 系统 就 在 所 有 测序 仪 上 普遍 安装 了 。 
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9.2.3 材料 
设 备 


N - (CHe) - N + Br -(CHz)3 -Br 


CHs 


CHs CHs 


- N'-(CHz)s - N- (CH) -| 2 Br 


CHs CHs 


polybrene 
纯化 
Br- 换 成 OH” 
polybrene， 测 序 级 


9.5 polybrene 的 形成 和 结构 。 


测序 仪 包括 下 面 的 部 件 : 


一 反应 器 
一 转化 器 


一 HPLC 检测 系统 


— AMA 
一 加 热 器 
一 反应 瓶 系统 


一 惰性 气体 供应 系统 〈 氨 气 或 氮气) 
一 带 有 仪表 、 量 器 、 针 阀 等 的 气体 流通 系统 
一 贮存 和 执行 降解 的 计算 机 


一 转化 和 HPLC 程序 
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mae <>< | 
图 9.6 测序 反应 器 :a. 简 式 反应 器 (Hewick ] ma 排 气 管 
and Hunkapiller 1981) ;b. 流 过 式 反 应 器 (Fischer 
et al.1989)( 上 ) 前 视图 (下 ) 截 面 图 。 


测序 仪 的 主要 部 分 是 降解 进行 的 反 
应 器 ， 最 普遍 安装 的 是 简 式 反应 器 
(Hewick and Hunkapiller 1981) 如 图 9.6a; 气相 输送 
或 者 使 用 用 于 印迹 的 印迹 反应 器 ， 柱 式 
(如 用 于 固 相 测序 ) 或 流 过 式 反 应 器 


Fisch al.1989) 如 图 9.6b。 
(Fischer et ) 如 图 图 9.7 a. 在 测序 仪 中 液态 输送 ;b. 与 气态 输送 。 


| 储存 和 处 通常 碱 或 酸 以 气态 方式 输送 (惰性 气体 的 输入 和 输 
理 ， 所 有 的 部 件 必 须 经 久 耐 用 并 且 不 钙 出 管 高 于 容器 中 的 试剂 ) 或 液态 方式 (输出 管 插 入 斌 


测序 化 学 品 腐蚀 和 反应 。 最 关键 的 是 剂 溶液 ， 见 正文 )。 

PITC 和 TFA， 二 者 与 各 种 多 和 孔 的 聚 四 氟 

乙烯 (Teflon) 材 料 缓慢 反应 。 因 而 ， 一 些 

机 器 中 浆 门 的 关键 部 件 是 用 玻璃 制 的 ， 比 如 Knauer 仪器 。 还 有 ， 必 须 避 免 酸 和 碱 的 交 
叉 反 应 。 这 样 ， 容 器 瓶 的 气体 供应 必须 设计 成 避免 相互 流通 的 方式 ， 例 如 ,安装 不 同 的 
阀 用 以 加 压 、 放 气 以 及 输送 ,每 个 容器 瓶 安装 一 个 阀门 (图 9.7)。 这 意味 着 所 有 的 容器 
安装 有 三 种 可 独立 操作 的 阀门 。 蔡 代 的 做 法 是 用 适当 的 电子 控制 设置 精确 的 压力 ， 这 样 
加 压 阀 可 以 省 却 。 另 外 ， 必 须 安装 废弃 和 收集 阀门 ， 以 将 排出 的 流体 导向 废物 容器 或 转 
化 器 或 PTH 分 析 仪 系统 。 测 序 仪 程序 包括 操纵 所 有 这 些 阀门 和 控制 时 间 设 置 ， 它 指导 
试剂 和 溶剂 的 精确 输送 ， 控 制 反 应 器 里 的 主 降 解 程序 和 转化 器 里 的 分 支 程 序 。 它 也 指导 
HPLC 程序 的 启动 和 执行 ， 保 持 反应 器 、 转 化 器 和 HPLC 柱 炉 内 的 温度 并 给 出 各 种 事件 
的 信号 ， 如 流体 从 反应 器 到 转化 器 的 转移 、 转 化 程序 的 启动 、PTH 氨基 酸 溶液 从 转化 器 


到 HPLC 系统 的 转移 以 及 上 样 的 启 始 。 
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试剂 和 溶剂 


在 循环 重复 过 程 中 ， 所 有 试剂 和 溶剂 是 全 自动 输送 的 。 还 有 ， 它 们 必须 精确 输送 并 
且 与 上 轮 循 环 中 的 量 正好 相等 。 为 了 提供 精确 的 输送 ， 设 计 了 与 阀门 配合 的 回路 
(Wittmann-Liebold 1981)。 或 者 ， 使 用 阀门 系统 的 内 部 几何 形状 以 测量 体积 ( Wittmann- 
Liebold 1981; Fischer et al.1989)。 目 前 市 场 上 的 测序 仪 ， 如 来 自 Knauer，Berlin 和 Applied 
Biosystems/Perkin Elmer (Procise 测序 仪 ) 的 测序 仪 使 用 了 这 两 个 方法 。 给 容器 瓶 加 压 和 放 
气 ， 用 于 输入 反应 器 、 转 化 器 和 探测 系统 以 及 用 于 液体 传输 的 阀门 被 安装 在 使 用 共同 传 
输 管 的 单元 里 〈《Wittmann-Liebold 1981)。 这 些 组 件 也 可 以 装配 成 一 块 ， 如 杂 合 辐射 形 效 
AS (图 9.8，WITA GmbH 专利 所 有 )， 它 将 反应 器 和 转化 器 放 在 环 的 中 央 ， 使 从 不 
同 阀门 单元 到 反应 器 ， 转 化 器 的 距离 最 小 化 。 


图 9.8 带 中 央 反 应 器 和 转化 器 的 杂 合 辐射 形 阀 门 系统 。 所 有 必要 的 阀 ONE, RA, fi 
i. ROAR) 安排 在 一 个 块 中 ， 反 应 器 和 转化 器 在 中 间 〈 一 种 新 型 Beqin RAL AY 
门 排 布 ， 据 Horst Graffunder) 。 根 据 目 的 不 同 ， 杂 合 辐射 形 阀 门 系统 可 有 不 同 数量 的 阀门 端 
口 与 中 央 输 送 管 连接 。 


用 于 测序 仪 内 的 试剂 (R) 和 溶剂 (S) 如 下 : 
一 R1: $%PITC 的 庚 烷 溶液 
一 R2: 三 甲 基 胺 (TMA) 水 溶液 ( 见 下 文 ); 也 可 选 N- 甲 基 哌 啶 水 /甲醇 溶液 
一 R3: 无 水 三 氟 乙 酸 (TFA) 


8S9 ，。 


一 R4: 25% 或 40%TFA 水 溶液 
一 R5: PTH 氨基 酸 标 准 混合 物 乙 且 溶 液 ， 如 SOul 含 25pmol 
— Sl: n-ERK 
— S82: 乙酸 乙 酯 
一 S3: 1- 氯 丁 烷 ( 丁 基 氯 ) 
— SM: 20% 乙 且 水 溶液 ;一 些 供应 商 加 入 乙酸 钠 缓 冲 液 
—S5: Ais 
MTA, RAMS RAMEE, AR UVR, REMARKS 
量 测 定 来 衡量 (Meinicke and Tschesche 1986) ;它们 可 用 氧化 铝 ( 中 性 ) 过 滤 和 和 氮气 下 从 玻璃 
柱 重 蒸 饱 纯化 ( 见 Meinicke and Tscheche 1986)。 最 后 ， 试 剂 和 溶剂 必须 用 标准 蛋白 质 进 
行 测序 测试 ， 如 B- 乳 球 蛋 白 、 核 酸 酶 . 肌 红 和 蛋白 或 其 他 蛋白 ,以 保证 最 佳 测序 性 能 。 


实验 流程 
45 避 重复 两 到 三 次 ,需要 20 分 钟 。 由 下 面 的 步骤 组 成 : 
偶 联 


1) 碱 的 输送 ,12%TMA 水 溶液 (R2) ,以 气态 形式 输送 ( 见 上 文 ); 或 者 ， 以 液态 形式 输送 
4%TMA (R2) 水 /甲醇 溶液 。 
2) 输送 可 完全 润 湿 样品 过 滤器 的 5%PITC 正 庚 烷 溶液 (R1) ,接着 短暂 干燥 。 
3) 重复 碱 输送 。 
4) 45 ~ 48% 下 延迟 反应 时 间 。 
5) 惰性 气体 流 干燥 试剂 。 
6) 正 庚 烷 (S1) 和 乙酸 乙 酯 (S2) 重 复 洗 桨 ， 导 入 废物 容器 。 
7) FR. 
OS ATE EN BBD PTC 肽 可 以 进行 裂解 。 


有 裂 解 


1) 输送 几 微 升 无 水 TFA (R3)。 

2) 45T ~48C hv 3 分 钟 〈 延 迟 时 间 )。 

3) 惰性 气体 流 干燥 以 去 除 酸 。 

4) 输送 丁 基 氯 〈S3) WSR RAHA SEK (ATZ AER). 
5) ATZ 氨基 酸 / 丁 基 毛 溶液 输送 和 转化 器 。 

6) 重复 丁 基 氯 抽 提 ， 收 集 至 转化 器 或 丢弃 ( 导 人 废物 容器 )。 


转 化 


1) 输送 25% ~ 40%TFA 水 溶液 (转化 介质 ，R4) 至 转化 器 。 

2) 45%C ~ 50% 转 化 10 ~ 20 分 钟 (包括 液体 干燥 )。 

3) PTH 氨基 酸 溶解 于 一 种 合适 的 溶剂 混合 物 (S4)( 如 20% CHRKARKS RAS CRAB 
加 剂 以 调节 pH), ， 这 样 可 直接 注 和 在线 HPLC 系统 的 HPLC 柱 。 
84 . 
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4) 用 溶剂 S4 或 S5 (BERK ZH) 洗涤 转化 器 ， 导 和 人 废物 器 。 
在 线 探测 系统 


1) 通过 回路 转移 PTH 氮 基 酸 溶液 〈 用 以 控制 体积 ) 至 上 样 系统 。 
2) 将 总 PTH 溶液 的 合适 等 分 (50% ~ 80%) 转移 人 柱 。 
3) 启动 HPLC -梯度 。 
4) 在 下 一 个 氨基 酸 上 样 前 重新 平衡 HPLC 柱 到 初始 条 件 。 

液态 方式 中 碱 以 液体 输送 ， 而 用 在 气态 方式 反应 器 只 以 碱 蒸汽 人 饱和。 液态 方式 中 典 
型 的 碱 输送 量 为 10 ~ S0Wl。 某 些 机 器 中 ， 液 体 流 被 脉冲 惰性 气体 中 断 〈 脉 冲 液态 方式 )， 
这 可 以 避免 碱 快速 漂洗 经 过 反应 器 因而 减少 样品 洗 出 量 。 在 气态 方式 中 ， 惰 性 气体 〈 和 氢 
MAA) 给 烧瓶 加 压 ， 为 碱 和 水 饱和 并 输送 此 气体 蒸汽 混合 物 进 入 反应 器 。 因 此 ， 避 
免 了 任何 多 肽 样品 的 洗 出 ， 这 些 样品 倾向 于 溶 在 碱 混合 物 中 。 结 果 是 ， 在 气态 方式 下 ， 
控制 输送 的 阀门 必须 在 整个 反应 期 间 保持 开放 ， 而 在 液态 方式 下 它们 只 在 输送 液体 时 才 
短暂 开放 。 因 而 ， 气 态 方式 下 ，12% 的 碱 被 迅速 耗 尽 且 依 据 环 境 温度 ， 迟 早 必 须 更 换 新 
容器 瓶 ， 以 给 偶 联 反应 提供 合适 的 条 件 。 液 态 方式 下 几 微 升 4%TMA 溶液 (加 入 30% Z 
Be. AR, CROC PVDF 过 滤器 ) 足以 维持 流 过 式 反应 器 内 偶 联 反应 
过 程 所 需 的 pH9.0 ( 湿 相 技术 ，Herfurth et al. 1991b)。 此 方法 大 大 地 减少 了 所 需 R2 的 量 
并 也 可 以 用 于 印迹 简 。 


9.2.4 HPLC 系统 


”在 线 HPLC 由 两 个 特殊 的 泵 组 成 ， 可 允许 低 流 量 〈 约 200u1) 并 只 产生 非常 小 的 基线 
噪音 或 基线 漂移 。 检 测 系 统 必须 能 够 在 低 于 皮 摩 尔 范 围 检测 到 PTH 氨基 酸 (微量 比 色 
池 )。 一 个 典型 PTH AER HPLC 分 离 (梯度 模式 ) 示 于 图 9.9。 

某 些 测序 仪 使 用 分 析 型 4mm 〈 内 径 ) Cs 反 相 柱 而 其 他 的 用 2mm 微 孔 柱 。 溶 剂 混合 
物 (S4) 由 乙 且 水 溶液 组 成 ， 其 中 加 入 了 与 初始 分 离 条 件 大 致 相同 浓度 和 pH 的 乙酸 钠 。 
此 混合 物 中 有 机 溶剂 (CAIRNS) 略 少 于 HPLC 系统 的 起 始 浓度 (初始 条 件 ) 以 将 注入 的 
PTH 氨基 酸 在 柱 项 上 浓缩 。 因 此 ， 上 样 的 体积 不 能 太 大 ， 但 必须 保证 能 溶解 转化 器 里 的 
PTH AZM. Alm, 32 50~ 100 风 体积 ， 大 约 $0 ~ 75 由 被 用 于 上 样 。 基 于 此 ， 使 用 内 
径 小 于 2mm 的 微 孔 柱 相 当 困 难 。 为 保证 可 重复 的 进 样 ， 通 常 只 有 总 PTH 氨基 酸 溶液 
50% 的 等 分 试 样 被 注入 HPLC 柱 。 上 样 过 程 中 的 气泡 必须 避免 ， 因 此 必须 在 程序 中 编 人 
上 样 前 的 几 秒 钟 延 迟 时 间 。 可 能 发 生 无 进 样 的 情况 ,产生 的 原因 是 测序 仪 和 分 析 仪 之 间 
的 长 传送 距 离 ， 自 发 产生 的 气泡 、 管 道 阻 塞 或 进 样 阀 门 或 转化 器 未 拧紧 。 

用 于 分 离 PTH ABBA HPLC 梯度 由 缓冲 液 A 形成 ,如 3% ( Procise) BK 5% (477A Wl 
序 仪 ) 加 入 3mol/L 乙酸 钠 缓 冲 液 (分别 为 pH3.8 和 pH4.6) 的 四 氢 叶 喃 水 溶液 ,此 混合 物 可 
将 组 氨 酸 和 精 氨 酸 与 所 有 其 他 PTH 氨基 酸 分 离开 。 缓 冲 液 BEA RA), RARE 
因 测 序 仪 而 异 , 从 8% FB 10%B。 分 离 过程 需 要 20 ~ 25 分 钟 , 另 加 重新 平衡 柱 体 的 时 间 。 
等 梯度 系统 (Shimadzu and Berlin 测序 仪 ) 采 用 约 38% ZAK AR AZ AIR AD, ,此 溶 
剂 混 和 物 可 循环 使 用 约 2 个 月 。 这 些 条 件 下 基线 非常 稳定 并 可 高 灵敏 度 探 测 。 
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图 9.9 典型 的 PTH 氨基 酸 标 准 层 析 图 (使 用 Applied-Biosystem/Perkin Elmer, 477A 型 测序 
仪 )。 每 种 氨基 酸 上 样 23pmol， 据 机 器 手册 给 出 梯度 HPLC 程序 。 


9.2.5 降解 程序 


整个 过 程 由 程序 控制 : 
。 样 品 上 样 前 准备 过 滤器 〈 过 滤器 洗涤 ) 
。 开 始 或 启动 循环 ， 进 行 样品 准备 和 注入 PTH 氨基 酸 标 准 混合 物 (开始 循环 ) 
。 在 反应 器 中 (反应 器 循环 ) 和 转化 器 中 (转化 器 循环 ) 的 普通 降解 循环 以 及 HPLC A 
统 在 线 检测 (PTH 检测 循环 ) 

一 些 测 序 仪 有 不 同 的 程序 控制 反应 器 中 (如 简 、 印 迹 室 或 流 过 式 反 应 器 ) 和 转化 器 
中 的 降解 反应 ， 控 制 释 放 的 PTH 氨基 酸 的 摄 人 ， 它 从 转化 器 至 探测 系统 柱 的 传输 以 及 
控制 HPLC 分 离 (检测 程序 )。 因 而 ， 当 进行 到 收集 反应 器 中 噬 唑 啉 酮 并 输送 至 转化 器 的 
阶段 时 ， 反 应 器 和 转化 器 的 程序 必须 衔接 起 来 。PTH 氨基 酸 从 转化 器 输送 至 在 线 HPLC 
系统 时 也 是 这 样 ， 这 样 的 结果 是 ， 各 个 程序 的 时 间 必 须 彼 此 协调 ， 这 样 在 所 有 操作 循环 
中 ， 收 集 事 件 总 是 发 生 在 程序 的 同一 阶段 。 每 次 测序 仪 开 始 运 行 时 ， 机 器 计算 各 个 同时 
运行 程序 所 需 的 时 间 并 插 人 一 延迟 时 间 (进行 氨 气 或 氮气 冲洗 ) 以 在 正确 的 阶段 开始 转 
化 和 在 线 探测 程序 。 此 类 程序 用 于 Perkin Elmer (Applied Biosystems) 测序 仪 ; 然而 ， 
Berlin 和 Knauer 测序 仪 的 软件 在 一 个 程序 里 同时 控制 降解 、 转 化 和 在 线 探测 ， 这 样 无 需 
协调 最 终 时 间 。 


过 滤器 清洗 


设计 了 预 循 环 (过 滤器 清洗 ) FA polybrene ( 见 前 文 ) 准备 支持 物 (玻璃 纤维 滤 膜 
。 86 . 


或 PVDF 膜 )。 加 入 这 种 化 合 物 后 ， 在 一 个 循环 内 干燥 和 清洗 过 滤器 ， 它 包括 输送 所 有 
的 试剂 和 溶剂 使 过 滤器 所 有 的 活性 基 团 被 化 学 试剂 饱和 ， 这 有 助 于 减 小 最 终 层 析 谱 的 背 
景 。 通 常 在 加 样 前 进行 两 到 三 次 过 滤器 冲洗 ， 这 意味 着 反应 器 在 预 循 环 后 必须 重新 打开 
以 加 样 。 


初始 循环 


典型 的 初始 循环 从 输 运 TFA、 用 气流 干燥 和 反应 器 中 溶剂 洗涤 样品 开始 。 与 此 同 
时 ， 标 准 PTH 氢 基 酸 混合 物 加 入 转化 器 ， 干 燥 、 溶 解 于 一 种 适 于 HPLC 探测 系统 进 样 的 
适当 的 溶剂 混合 物 ， 然 后 注入 HPLC 检测 系统 以 在 降解 循环 前 提供 一 张 典型 的 标准 
HPLC 层 析 图 。 通 常用 PTH 氨基 酸 混合 物 做 一 实际 空白 转化 以 评估 氢 基 酸 衍 生物 的 损坏 
程度 。 需 要 标准 层 析 图 谱 监测 机 器 和 校准 PTH ARE, HF PTH ABM 25 ~ SOpmol 
等 分 试 样 送 入 转化 器 ，50% ~ 80% 注 人 柱子 。 常 由 软件 定量 ， 它 也 控制 基线 校准 和 前 面 
循环 的 扣除 (粗略 数据 对 修正 数据 )。 


普通 降解 程序 


反应 器 ( 表 9.1) 和 转化 器 ( 表 9.2) 的 普通 降解 循环 以 及 在 线 探测 包括 偶 联 、 清 洗 、 
裂解 、 唆 唑 啉 酮 转 和 人 转化 器 、 转 化 、PTH AERA. HA HPLC 探测 系统 以 及 合适 的 
清洗 、 反 应 时 间 延 迟 和 干燥 步 又。 在 所 有 这 些 步 又 里 氧气 必须 完全 去 除 ， 必 须 当 心 试剂 
和 溶剂 既 不 能 彼此 污染 (交叉 污染 ) ,也 不 能 被 外 物 污染 或 被 空气 中 的 氧 污 染 。 相 应 地 ， 
所 有 的 试剂 和 溶剂 必须 是 最 高 纯度 的 (测序 纯 ) ,在 惰性 气体 下 装 人 容器 上 瓶 ， 这 些 容器 必 
须 一 直 保持 在 惰性 气体 中 。 


表 9.1 简 中 的 普通 降解 程序 (Procise 测序 仪 ) 
简 中 循环 : 简 中 脉冲 -液体 1 


步骤 函数 函数 名 时 间 / 温 度 洗 脱 时 间 
1 258 开始 0 : 00 
2 137 冲洗 输入 部 件 5 : 05 
3 11 输送 R2g, 简 (顶部 ) 20 De) 
4 140 冲洗 大 回路 (fet) 10 : 35 
5 6 RAR, HH (KER) 20 : 55 
6 131 FR (HH) 30 1225 
7 140 冲洗 大 回路 (fet) 5 1 : 30 

8 135 冲洗 简 试 剂 部 件 5 1 : 35 
9 11 输送 R2g, fA (MBS) 170 4:25 
10 140 冲洗 大 回路 ( 简 ) 5 4:30 
11 6 RA RI1， 简 (KER) 20 4:50 
12 131 FRR (RB) 30 5:20 
13 140 冲洗 大 回路 ( 简 ) 5 5°23 
14 135 冲洗 简 试 剂 部 件 5 5: 30 
15 11 输送 R2g, fA (HR) 170 8 : 20 


> 87 ”= 


简 中 循环 : 简 中 脉冲 -液体 1 


sp 


sa 88 - 


函数 


函数 名 
冲洗 大 回路 〈 简 ) 
ARI, fH (KB) 
干燥 简 (TES) 
冲洗 大 回路 〈 简 ) 
冲洗 大 试剂 部 件 
输送 R2g， 简 (HR) 
洗 大 回路 〈 简 ) 
冲洗 大 回路 〈 简 ) 
冲洗 大 试剂 部 件 
干燥 简 (项 部) 
设置 简 温度 
输送 S2， 简 (HL) 
等 竺 

输送 S2, 简 (HEB) 
等 竺 

输送 S2, 6 (HE) 
af 

输送 S2, 8 (HE) 
= 
干燥 简 〈 顶 部 ) 
输送 $3, 简 (探头 ) 
ef 

输送 $3, 8 (TE) 
a 

输送 S3, 简 (项 部 ) 
af 

输送 S3， 简 (项 部 ) 
等 待 
干燥 简 (ES) 
洗 输入 部 件 (S3) 


冲洗 输入 部 件 
冲洗 大 回路 〈 简 ) 


时 间 / 温 度 
5 


20 


10 


an 


: 45 


> 55 


> 15 
: 45 


| 


简 中 循环 : 简 中 脉冲 -液体 1 


步骤 


函数 


RA 


eA R3, f) 〈 大 回路 ) 
Fiz R3, fa (TA) 


冲洗 简 溶 剂 部 件 
清洗 简 溶 剂 部 件 
冲洗 简 溶 剂 部 件 
清洗 简 试 剂 部 件 
冲洗 简 试 剂 部 件 


清洗 输入 部 件 (S3) 


冲洗 输入 部 件 
洗 输出 部 件 (S2) 
冲洗 输出 部 件 
冲洗 大 回路 (fel) 
清洗 大 回路 〈 简 ) 
冲洗 大 回路 (fet) 
冲洗 简 溶 剂 部 件 
等 待 

Fee CHEB) 
设置 简 温 度 
准备 转移 到 瓶 
冲洗 转移 管道 


输送 S3,， 简 〈 探 头 ) 


oF ft 
转运 到 瓶 〈 气 体 ) 
冲洗 转移 管道 


输送 S2， 简 (RK) 


等 待 
转移 到 瓶 (AA) 
转移 完成 


输送 S2， 简 〈 探 头 ) 


等 待 
Fee ia CHEE) 


结束 


时 间 / 温 度 


续 表 


洗 脱 时 间 


> 40 


> 45 


: 45 


> 35 


D oo ~ 和 am wm bb 


a ee — oe — 
- WwW NY KF SO 


15 


普通 1 
函数 
258 
235 
218 


函数 名 

开始 
设置 为 残 基 循 环 
冲洗 大 回路 GH) 
ASM, HH (KER) 
FRR 
冲洗 大 回路 GH) 
准备 接收 

FRR 

转化 前 干燥 
冲洗 大 回路 GH) 

装 和 人 R4， 瓶 (KER) 
FRR 
冲洗 大 回路 GH) 
ASM, HH (KAR) 
冲洗 大 回路 GH) 
等 待 

装 和 位置 

YE FR 
转化 后 干燥 CH) 
FR 

RA SM, HH (KER) 
FR 
冲洗 大 回路 Gi) 
RA SM, HH (KER) 
FR 
冲洗 大 回路 GH) 
冲洗 注入 器 

等 待 

浓缩 样品 
装 人 注 和 人 器 
输送 S4, Hi 

干燥 瓶 

发 泡 瓶 

清空 瓶 

输送 4, HR 

FR 

Bera Hi 
冲洗 瓶 /注入 器 

冲洗 注入 器 

结束 


表 9.2 转化 器 中 的 普通 降解 程序 〈Procise 测序 仪 ) 


时 间 / 温 度 


an nununuan 人 全 


CoP eee eee ES Se 


测序 仪 未 来 设计 


要 求 测 序 仪 具有 最 高 灵敏 度 的 结果 是 产生 了 适 于 在 低 皮 摩尔 范围 进行 微量 测序 的 机 
器 。 由 于 其 高 灵敏 度 ， 凝 胶 和 印迹 上 的 蛋白 质 片段 的 内 部 测序 在 世界 上 许多 实验 室 已 成 
为 常规 方法 。 最 后 ， 多 肽 微量 测序 分 析 的 进一步 发 展 将 产生 可 进行 侍 摩 尔 (femtomole) 到 
渺 摩尔 (attomole) 范 围 内 氨基 酸 测序 的 新 技术 。 另 外 ， 还 有 几 种 测定 蛋白 质 和 多 肽 一 级 
结构 的 其 他 方法 〈《 见 下 文 )。 


ft 

部 分 氨基 酸 测序 可 得 到 有 价值 的 序列 信息 ， 这 些 信息 可 用 于 该 蛋白 质 基因 定位 和 序 
列 测定 ， 因 此 促进 了 最 终 从 基因 导出 氨基 酸 序列 。 然 而 ， 必 须 指 出 的 是 ， 该 信息 并 不 足 
以 完全 描述 蛋白 质 的 一 级 结构 ! 序列 是 否 真正 地 开始 和 终止 于 导出 序列 ， 如 有 无 N 末 
端 甲 硫 氮 酸 表达 ， 以 及 是 否 正确 划分 了 阅读 框架 并 不 确定 。 还 有 ， 位 点 的 修饰 ， 如 糖 基 


化 或 磷酸 化 ， 并 不 能 从 核 苷 酸 序 列 导出 。 为 了 确定 这 些 修 饰 以 及 它们 的 功能 含义 ， 必 须 
通过 直接 蛋白 研究 来 分 离 、 纯 化 和 鉴定 蛋白 质 。 获 得 序列 信息 的 组 合 方法 如 下 : 


遗传 方法 


。 部 分 N 末端 或 内 部 氨基 酸 测序 

。 选 择 合 适 的 寡 聚 核 苷 酸 探 针 

。 与 基因 组 DNA 杂交 

。 蛋 白质 基 因 定 位 

。 基 因 克 隆 和 测序 

。 从 基因 序列 导出 完整 的 氨基 酸 顺 序 
。 检 查 正 确 的 开放 阅读 框架 


氨基 酸 直接 测序 分 析 


。N 末端 序列 分 析 ; 

。 裂 解 蛋白 质 产 生 用 于 内 部 测序 的 肽 段 
。 肽 的 纯化 

。 肽 N 末端 序列 分 析 

。 用 其 他 酶 进一步 裂解 

。 几 组 肽 段 的 分 离 和 序列 分 析 
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。 确 定 S-S 键 二 
。 检 查 修 饰 情 况 


质谱 序列 分 析 


。 电 喷雾 质谱 (ES-MS) 
。 基 质 辅助 激光 解吸 质谱 (MALDLMS) 
- Ol ， 


自发 展 ES-MS 和 MALD-MS 技术 以 来 ， 蛋 白质 和 肽 的 质谱 变 得 日 益 重 要 ， 两 种 技术 都 可 
用 于 蛋白 质 和 肽 的 质量 测定 ( 见 第 19 章 )。 近 来 ， 这 些 技术 ， 与 N 末 端 和 内 部 氨基 酸 测 
序 相 结合 ， 可 用 于 在 高 分 辨 双向 电泳 后 鉴定 蛋白 质 突变 体 和 来 自 恶 性 组 织 或 组 织 活 体 的 
与 肿瘤 相关 的 蛋白 质 ， 比 如 心肌 (Jungblut et al. 1994)。 这 些 新 方法 激励 着 蛋白 质 研究 领 
域 的 新 进展 。 这 些 技术 直接 集中 于 研究 细胞 内 和 蛋白， 是 DNA 研究 一 个 重要 补充 。 

由 于 序列 数据 量 的 增加 和 和 蛋白 质 分 析 技 术 的 重大 进步 (高 分 辨 2DE、HPLC 层 析 、N 
末端 和 内 部 Edman 技术 与 质谱 法 )， 使 发 育 生 物 学 和 分 子 医学 的 更 深入 研究 成 为 可 能 。 
当前 热点 课题 包括 : 

。 组 织 比较 

。 临床 标记 的 确定 

。 多 基因 改变 

。 评 估 翻 译 后 修饰 在 疾病 中 的 作用 


( 李 KF RRR BR) 
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第 10 章 


DABITC/PITC 法 手工 测定 蛋白 质 序列 


T. Choli-Papadopoulou, Y. Skendros, K. Katsani 


人 .1 a 意 

基于 Edman 降解 技术 的 多 肽 微量 测序 可 用 手工 或 自动 方法 进行 (Edman and Begg 
1967; Edman and Henschen 1975) 。 降 解 包含 三 个 部 分 : 4-N，N'- 二 甲 氨 基 偶 氮 葵 -4- 异 
硫 氰 酸 酯 / 异 硫 氰 酸 茶 酯 (DABITC/PITC) 与 肽 链 的 偶 联 ， 肽 链 上 第 一 个 氨基 酸 以 葵 噬 哗 
啉 酮 形式 裂解 下 来 并 异 构 化 为 更 稳定 的 葵 乙 内 酰 硫 脲 。 稳 定 的 衍生 物 可 用 聚 酰胺 薄膜 
(Edman and Henschen 1975) 或 高 压 液 相 层 析 (HPLC) 4% (Chang 1988). 

与 其 他 分 析 方 法 一 样 ， 手 工 测序 这 些 年 来 在 速度 和 灵敏 度 上 都 有 了 很 大 的 进展 。 灵 
敏 度 的 改善 主要 得 益 于 装备 的 革新 ， 尤 其 是 HPLC， 它 在 肽 谱 图 测定 、 肽 纯化 以 及 氮 基 
酸 衍生 物 分 析 方 面 引起 了 一 场 小 的 革命 。 这 些 进展 的 某 些 方面 也 得 益 于 化 学 的 发 展 一 一 
催化 剂 选择 和 小 反应 器 具 的 应 用 以 减少 干燥 时 间 ， 还 得 益 于 处 理 程序 的 简化 以 及 将 仪器 
所 必须 部 件 集中 于 一 个 工作 站 内 。 灵 敏 的 手工 测序 仍 可 使 用 PITC， 但 在 这 种 情况 下 需 
要 使 用 HPLC 检测 系统 来 检测 释放 的 葵 乙 内 酰 硫 脲 。 通 常 反应 所 产生 的 UV 阳性 的 副 产 
物 会 污染 衍生 物 从 而 干扰 薄膜 层 析 的 检测 认定 。 

同时 ， 手 工 测 序 方 法 使 用 异 硫 氰 酸 盐 类 似 物 ， 人 允许 用 肉眼 检测 释放 的 氨基 酸 。 
DABITC 被 广泛 地 应 用 于 手工 液 相 或 固 相 的 微量 测序 (Wittmann-Liebold and Kimura 1984). 
Chang 等 在 1976 年 报道 了 该 试剂 ， 它 与 通常 采用 PITC 的 降解 方法 相 比 有 几 个 优点 : A 
先 ， 它 所 释放 的 氨基 酸 乙 内 酰 硫 脲 为 红色 的 衍生 物 ， 在 聚 酰胺 膜 上 皮 摩 尔 (pmol) 量 级 
即 肉 眼 可 见 ; 其 次 ，Edman 化 学 法 的 副 产 物 形成 蓝 色 的 成 分 容易 与 深 红 色 的 氨基 酸 乙 内 
酰 脲 分开。 真正 的 DABTH (4-N，N'- 二 甲 氨基 偶 氮 葵 -4- 乙 内 栈 硫 脲 ) 衍生 物 在 HCI 染 
色 后 呈现 红色 ， 如 上 所 述 ， 但 也 出 现形 成 红色 、 蓝 色 、 紫 色 斑 点 的 其 他 衍生 物 。 

DABITC 有 一 个 缺点 即 由 于 DABITC 试剂 有 庞大 的 侧 边 基 团 ， 其 偶 联 产 率 比 PITC 低 
(Chang et al. 1978)。 自 从 引入 DABITC/PITC 双 偶 联 法 以 来 ， 该 方法 已 得 到 广泛 的 应 用 : 
。 它 易于 操作 ， 不 需要 高 级 的 装备 ， 可 用 于 任何 实验 室 。 
。 可 进行 批量 处 理 ， 对 HPLC 组 分 的 筛选 和 鉴定 特别 有 利 。 
。 它 可 有 效 地 测定 小 肽 的 序列 。 
。 它 在 处 理 肽 方面 提供 了 很 大 的 灵活 性 ， 包 括 偶尔 使 用 特殊 的 程序 和 与 方法 的 改进 同 

步 。 
。 材 料 容易 处 理 ， 该 方法 可 用 于 分 离 的 蛋白 质 或 片段 的 纯度 试验 。 
y & 
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该 方法 可 用 于 1~ 5 纳 摩尔 的 肽 或 蛋白 质 ， 在 适当 改进 后 ， 可 适用 于 皮 摩 尔 的 量 级 。 
即使 是 微量 的 肽 ， 也 不 一 定 要求 使 用 高 级 的 HPLC 系统 。 

鉴定 可 快速 而 简单 地 在 邮票 大 小 的 薄膜 上 进行 (Chang and Creaser 1977); 同时 , 也 发 
展 了 对 鉴定 的 氨基 酸 进一步 确认 及 定量 分 析 的 HPLC AZ (Chang 1988; Lehmann and 
Wittmann-Liebold 1984) 。 


10.2 “方法 的 说 明 
设 备 
这 里 描述 的 手工 方法 不 需要 昂贵 的 设备 ， 但 下 面 的 装置 可 使 测序 更 加 灵敏 和 易于 操 

作 。 最 合适 的 装置 是 一 个 比如 1 米 长 带 有 护 罩 的 实验 桌 。 它 应 配备 下 列 物 品 : 

一 通过 一 段 塑 料 输出 管 连接 一 个 吸管 的 氮气 缸 ， 吸 管 可 用 活塞 关闭 

一 适用 于 Edman 管 的 台式 离心 机 (40 Labofuge I, Christ, Heraus, Osterode， 德国 ) 

一 真空 设备 (RR. 4AM KOH 过 滤器 ， 同 时 具有 2 ~ 6 个 干燥 器 ， 真 空 表 和 传感器 ) 

一 一 个 或 两 个 铝 加 热 器 ， 它 带 有 可 紧 紧 插 人 Edman 管 和 转化 瓶 的 孔 

一 Edman 玻璃 管 : 4.$cm 长 ， 内 径 8mm， 有 玻璃 塞 ; 或 2.$cm 长 ， 内 径 2~4mm 

一 转化 瓶 : Sem 长 ， 内 径 4mm 

一 能 装 人 干燥 器 的 可 支持 10 ~ 20 个 瓶子 的 塑料 托 架 

— HABRME (2, 5, 10, 20, 50, 100 和 200n1) 

一 薄膜 层 析 物 品 : 2~4 个 磨 光 底 的 玻璃 烧杯 (225ml, BH 5em), A—/E Parafilm 可 封 住 
烧杯 的 玻璃 盖 ， 玻 璃 毛细 管 ， 聚 酰胺 膜 (2.5cemx2.5em), HT, 10 张 2.Scm x 2.5cm 
膜 的 托 架 ， 冷 风扇 

一 用 来 鉴别 DABTH- 衍 生物 的 等 梯度 (Lehmann and Wittman-Liebold 1984) 或 梯度 (Chang 
1988) HPLC 系统 

一 从 沸腾 的 丙酮 (Pro 分 析 纯 ,用 分 子 得 干燥 过 ) 中 重 结晶 的 DABITC (Fluka, Buchs, Switz- 
erl 或 Pierce)。 溶 解 1g 于 70ml， 经 过 一 层 滤纸 并 使 之 慢 慢 冷却 : 得 到 0.7g 棕色 针 状 
物 ， 沸 点 为 169 ~ 170%C 

一 测序 纯 的 三 氟 乙 酸 (TFA) 

一 测序 纯 的 PITC 

一 Pro 分 析 纯 的 吡啶 (Merck，Darmstadt, 德国 ) ， 依 次 用 KOH A. Bh =A A KOH BAB, 
其 沸点 114 ~ 116 

一 水 : 两 次 玻璃 重 蒸 馅 并 新 鲜 配 制 

一 下 列 试 剂 必须 是 测序 纯 或 Pro 分 析 纯 ， 并 不 需 进 一 步 提纯 即 可 使 用 。 
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图 10.1 FA DABITC/PITC 降解 的 反应 过 程 
. 96 站 


用 DABITC/PITC 降解 的 反应 过 程 如 图 10.1 所 示 。 在 碱 性 条 件 下 (pH=8~ 10) (RK 
生成 二 甲 氨基 偶 氮 葵 - 硫 代 氨 甲 酰 肽 (DABTC - 肽 )。 裂 解 反 应 在 无 水 强酸 存在 下 进行 并 
以 二 甲 氨 基 偶 氮 苯 噬 唑 啉 酮 衍生 物 (DABTZ 氨基 酸 ) 方式 释放 第 一 个 氨基 酸 。 抽 提 后 ， 
该 衍生 物 可 转化 为 更 稳定 的 二 甲 氨基 偶 氮 葵 乙 内 酰 硫 逐 ， 它 可 在 HCl 蒸汽 中 生成 红色 的 
产物 。 


10.3 SiR 


10.3.1 微量 测序 的 肽 和 蛋白质 的 预 处 理 
多 肽 的 分 离 


。 一 般 要 求 摩尔 数 高 于 80% 的 纯度 ， 但 偶尔 需要 更 高 的 纯度 或 在 低 的 纯度 下 也 可 测序 。 
纯度 应 该 用 两 种 系统 检验 (HPLC 和 PAGE). 
样品 应 该 是 无 盐 的 以 确保 在 与 (DABITC/PITC) 偶 联 时 有 一 个 正确 的 pH 值 。 如 有 必 
要 ， 可 用 Cs 或 Cs 柱 对 蛋白 质 或 肽 脱盐 ， 并 小 心 干 燥 以 去 除 痕 量 的 酸 。 
。 蛋 白质 常 能 用 丙酮 或 三 氟 乙 酸 从 盐 和 不 良 的 缓冲 液 组 分 (如 10% 甘油 ) 中 沉淀 下 来 ， 
但 这 个 方法 并 不 确保 可 行 。 


待 降解 样品 的 准备 


1) 只 要 无 盐 和 洗涤 剂 ， 小 肽 不 需要 进一步 处 理 ， 只 需 重 新 溶解 在 少量 含水 醇 或 稀 酸 
中 ; HX 5 ~ 20ul(1000 ~ 2000 pmol) 加 入 测序 管 并 干燥 。 

2) 大 的 纯 肽 重新 溶解 在 88% 的 甲酸 中 , 移 人 测序 管 中 并 干燥 。 

3) 许多 蛋白 质 可 从 浓缩 的 水 溶液 中 用 1~ 3 倍 体积 的 丙酮 或 从 甲酸 /乙酸 乙 酯 中 沉淀 ， 
因此 可 除去 样品 中 的 盐 或 洗涤 剂 。 

4) Bh - 电 渗析 样品 的 乙醇 沉淀 。 

4a) 将 冻 干 的 样品 溶解 于 $0Ml 双 蒸 水 中 。 

4b) 在 进一步 实验 前 ， 放 大 检验 是 否 所 有 固体 材料 都 已 溶解 于 溶液 中 。 

4c) 加 入 450 由 ，- 20 民 的 乙醇 ， 混 合 溶液 并 贮存 于 - 20% 4~ 18 小 时 。 

4d) 通过 一 种 揪 摆 桶 转子 或 一 种 固定 角度 转子 离心 机 压缩 上 述 材料 ,使 用 前 者 离心 后 有 
较 小 的 分 布 区 域 ， 从 而 改善 沉淀 的 可 见 性 。 

4e) 样品 的 重新 溶解 是 个 问题 ， 因 为 大 多 数 DS 已 在 沉淀 进程 中 除去 。 由 于 溶液 要 保持 
尽 可 能 小 的 体积 ， 所 以 加 入 80ul 50% 吡 啶 水 溶液 并 检验 样品 的 溶解 性 。 如 果 不 溶 ， 
加 入 1p] 10%SDS 再 检查 一 次 可 溶性 。 

5) 在 即将 使 用 前 将 样品 转移 到 Edman 管 中 ， 最 好 在 用 于 降解 的 试管 中 进行 干燥 以 避免 
样品 的 转移 丢失 。 

6) 避免 把 肽 在 真空 中 保存 超过 数 小 时 。 

7) 加 入 重 蒸 水 或 乙醇 重复 真空 干燥 ， 以 除去 样品 中 的 痕 量 酸 。 
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10.3.2 手工 液 相 DABITC/PITC 双 偶 联 方法 


此 方法 针对 2 ~ Snmol 或 S00pmol 至 lnmol (在 圆 括 号 内 ) 的 肽 或 蛋白 质 。 降 解 在 小 的 
玻璃 塞 管 (Edman 管 ， 长 4.5cm， 内 径 8mm) 或 在 短 的 丹 酰 玻璃 管 中 (K2.5em, AE 
4mm) 进行 。 试 剂 和 溶剂 的 纯化 见 10.2.2 部 分 。 


偶 联 


1) 在 真空 度 为 100 ~ 200 242A KOH 颗粒 的 干燥 器 中 干燥 装 在 Edman 管 〈 或 丹 酰 管 ) 
中 的 肽 或 蛋白 质 ; 如 果 是 从 酸 溶液 中 纯化 的 则 应 重复 干燥 。 

2) 加 入 80p] (20M ) 溶 于 重 蒸 水 中 的 50% 吡啶 。 

3) 充 人 氮气 或 毛 气 冲洗 。 | 

4) 加 入 100 倍 过 量 的 DABITC (分 子 量 282) , 它 溶 于 吡啶 中 ,比如 150wg/40 岂 (302/101) 

5) 充 人 惰性 气体 冲洗 ， 用 玻璃 塞 封 住 管 口 〈 如 用 丹 酰 管 则 用 Parafilm ) 。 

6) 在 铝 加 热 器 内 52% 保 温 30~ 40 分 钟 。 

7) 加 入 10 岂 (2 由 ) 浓缩 的 PITC。 

8) 充 人 惰性 气体 清洗 ， 封 住 管 口 。 

9) 在 52% 保 温 20 分 钟 。 


偶 联 后 的 洗涤 


1) 加 入 4000p] (100u1) n =- 正 庚 烷 /乙酸 乙 酯 (2 : 1，wv)， 重 复 2 至 3 次 。 

2) 用 台式 离心 机 Labfuge I(Heraeus/christ， ostericode， 德国 ) 离心 2 分 钟 或 用 微量 离心 管 
(Eppendorf tube) 作为 支持 物 在 Microfuge B 离心 机 (Beckman，Berkley，CA， 美 国 ) 离 
心 2~3 秒 ， 可 见 清晰 分 相 。 

3) 用 一 水 泵 将 上 层 液 相 回 收 至 清洁 的 空 废 液 瓶 中 ， 如 样品 只 是 一 个 小 的 下 水 肽 可 以 贮 
存 。 万 一 多 肽 在 界面 沉淀 ,回收 就 要 特别 小 心 。 

4) 在 真空 度 为 100 毫 托 真空 干燥 器 中 干燥 水 相 15 ~ 20 分 钟 。 在 样品 未 完全 干燥 前 不 要 
进行 裂解 反应 ; 如 果 必 要 的 话 ， 加 入 40pl (10l) 乙醇 重复 真空 干燥 样品 。 


裂 解 


1) DNA 50] (10u1) 无 水 TFA. 

2) 充 人 惰性 气体 清洗 ， 用 盖子 封口 。 

3) 在 S2% 保 温 10 分 钟 。 

4) 用 KOH 颗粒 真空 干燥 器 在 真空 度 100 SHEET HR. 

5) 假使 样品 中 含有 重复 的 Val，Pro，lle 残 基 ， 重 复 裂解 1~3 次 。 
6) 如 果 样 品 未 完全 干燥 ， 加 入 SOul (10pl ) n- 酯 酸 丁 酯 重复 干燥 。 


唆 唑 啉 酮 衍生 物 的 抽 提 


1) 加 入 30u1 (301) 水 和 100 ~ 200u] (30u1) n -醋酸 丁 酯 。 
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2) 充 人 惰性 气体 清洗 。 

3) 涡 旋 并 在 Labofuge I 台 式 离心 机 离心 2 分 钟 (在 Microfuge B 离心 机 离心 3~ 5 秒 ，Beck- 
man, Berkley, CA, USA). 

4) LCA MOK RATA AY _b ee B— A) BE (1 Sem, Al 24mm) (BKR2.5em, 内径 4mm)。 

5) 重复 抽 提 并 真空 干燥 化 合 的 提取 物 。 

6) 在 真空 度 为 100 毫 托 真空 干燥 器 中 用 KOH 颗粒 干燥 含有 残余 小 肽 的 水 相 并 开始 下 一 
轮 降解 循环 。 


转化 为 DABTH -氨基 酸 衍 生物 


1) 向 干燥 的 醋酸 丁 酯 抽 提 物 中 加 入 40 由 (10 由 ) 40%TFA 水 溶液 。 
2) 充 人 惰性 气体 清洗 ， 用 parafilm 封口 。 

3) 在 S2C Rid 30 分 钟 。 

4) RETR. 


鉴定 


在 双向 聚 酰胺 薄膜 上 分 离 DABTH -氨基 酸 衍生 物 的 图 谱 见 图 10.2。 

1) 将 DABTH -氨基 酸 溶 于 2 由 (<0.5pl) 乙醇 中 。 

2) 取 大 约 1/20 (1/2 ~ 1/5) 加 到 2.5em x 2.5cem 的 聚 酰 胺 膜 上 ， 斑 点 大 小 Imm; 加 入 一 滴 
标记 物 (WF). 

3) 膜 片 双向 展开 :第 一 向 :33 色 的 栈 酸 水 溶液 ;第 二 向 :甲苯 /正己 烷 /乙酸 (2 : 1: 1;wv)。 
注意 : 在 即将 使 用 前 才 将 第 二 向 溶剂 加 入 烧杯 之 中 。 

4) 重复 添加 适量 的 样品 ， 标 准 DABTH- 氨 基 酸 与 待 检测 的 DABTH- 氨 基 酸 共同 移动 。 

5) 如 要 定量 ， 或 者 在 DABTH 氨基 酸 的 区 分 存在 疑问 时 《比如 DABTH-Ie/Leu 的 区 分 )， 
可 将 剩余 的 DABTH- 氨 基 酸 加 入 反 相 C,, HPLC # (Ai 10.3). 


标记 物 的 准备 

1) 吸取 500ul $0% 了 吡啶 置 于 玻璃 塞 试 管 中 。 

2) 加 入 二 乙 胺 和 乙醇 胺 各 30 岂 (两 者 均 重 蒸馏 过 ) 。 

3) 充 人 氮气 冲洗 。 

4) 加 入 250wl DABITC 到 100% 吡啶 中 (2.3mg/ml 吡啶 )。 

5) 充 人 氮气 冲洗 ， 用 塞 子 封口 。 

6) 在 52% 保 温 1 小 时 。 

7) 真空 干燥 。 

8) WF inl 乙醇 。 

9) 取 一 小 滴 标 记 物 和 样品 加 在 聚 酰胺 膜 上 。 在 层 析 后 可 见 两 个 很 弱 的 蓝 色 标 记 物 斑点 。 


10.3.3 ”DABTH -氨基 酸 衍 生物 的 鉴定 
薄 层 技术 


1) 用 裁 纸 刀 裁 下 2.5emx 2.5em 大 小 的 聚 酰胺 薄膜 (从 Schleicher and Schuell 购买 ) 并 放 
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和 密封 盒 内 ， 用 自制 的 薄 玻 璃 毛细 管 上 样 。 

2) 在 膜 上 加 入 标记 物 ( 见 上 述 )， 并 使 斑点 尽 可 能 最 小 (EDR 4mm). 

3) 在 2~$ 凡 乙醇 中 溶解 DABTH 衍生 物 ， 并 在 标记 物 的 上 方 点 部 分 样品 。 

4) 先 在 第 一 个 方向 上 展开 膜 片 4~ 5 分钟 (33% 醋酸 水 溶液 ); 当 溶剂 前 沿 距 膜 顶 2mm 
时 ， 从 烧杯 中 移 去 TLC BEE) 膜 。 用 冷风 吹 干 $ 分 钟 。 

5) 在 第 二 个 方向 展开 膜 片 2 分 钟 ( 甲 葵 / 正 己 烷 /醋酸 ，2 : 1 : 1，wv)。 当 前 沿 到 达 顶 端 
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图 10.2 ”双向 聚 酰胺 薄 层 膜 上 分 离 DABTH 所 基 酸 衍生 物 。 符 号 注解 : DABTH 氨基 酸 衍生 
物 : A, AAR; C， 磺 基 两 氨 酸 ; Cm， 羧 甲 基 半 胱 氨 酸 ; D， 天 冬 氢 酸 ; E, GAB; F, 
葵 丙 氨 酸 ; C, HAR; H， 组 氨 酸 ; 1, FEAR, Kl, a- DABTH -es- DABTC MAR (2 
色 ); K2，a- PIH-e- DABTC HAM ( 蓝 色 ); K3，au-DABTH-e-PTC MAM ( 蓝 色 ); Kacl, 
乙酰 基 水 解 后 的 w- DABTZ - Ne -乙酰 - 工 赖 氨 酸 ( 蓝 色 );Kac2，a- DABTH- Ne-Z t- L A 
酸 (红色 ); Kforn1， 甲 酰基 水 解 后 的 a- DABTZ - Ne-FR-LRAM (HK); Kform, a- 
DABTH - Ne - 甲 酰 - 工 赖 氨 酸 (红色 ); Km，Ns - 甲 酰 - 工 赖 氨 酸 的 衍生 物 ; Kdl, N-—PR-L 
赖 氨 酸 的 衍生 物 ; Kd2，Ns -二 甲 酰 - 工 赖 氨 酸 的 衍生 物 ; Kt，Ns -三 甲 酰 - 工 赖 氨 酸 的 衍生 物 ; 
L, ZARB; M， 甲 硫 氨 酸 ; N， 天 冬 酰 胺 ; 01，uDABTH-e-DABTC § AM; 02，uPTH-e- 
DABTC 鸟 氨 酸 ; 03，a- DABTH -es- PIC SAM ( 蓝 色 ); Poxl, DABIZ-4-#E-HAR 
( 蓝 色 ); Poa2, 4-2 -HAAM (红色 ); Poa3, 水 解 后 的 4-BE- AR (红色 ); Q, FA 
Mh; R, WAR; S, 4AM; SA, MAZAR (KE); S, LARRAD;: S, 
DABTZ 丝氨酸 ( 蓝 色 ); S.，o- 甲 基 - 工 -丝氨酸 ; S.DABIZ-o-FPRHAM (KA); T, H 
Am; TA, MAHAR; T, DABIZ-HARM (Kf); 区 ， 蓝 色 的 聚合 苏 氨 酸 产物 ; Tm， 
o- 甲 基 - 工 - 苏 氨 酸 ; T., DABTIZ-o-FHR-L-HARM (KA); U, 硫 脲 了 衍 生物; V, MAR; 
W, 2AM; Y, BAM; d 和 e， 蓝 色 的 与 DABTC 反应 的 二 乙 基 胺 和 乙醇 胺 参照 标记 物 。 
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10.3 按照 Chang (1988) 方法 分 离 所 有 DABTH 氨基 酸 的 层 析 图 。 层 析 条 件 : 柱 spherisorb 
0DS-2.5um, 4.6mm x 12.Scm。 溶 剂 A 为 33mmol/L 醋酸 缓冲 液 (pH5.0)。 溶 剂 BAZ. & 
度 为 25 分 钟 内 从 36% Fl 60%B, 25 到 26 分 钟 从 60% Bl) 80%B, FE 26 Bl 32 分钟 保 持 80%B， 
然后 在 32 到 34 分 钟 从 80% 退 至 36%B。 检 测 器 设 定 为 436nm，0.004AUFS。 


4~ Smm 时 ， 移 去 膜 片 ， 冷 风 吹 干 。 
6) FES PH RRR A HCl 蒸汽 中 (12molL HCl), SEL DABTH -氨基 酸 混合 物 

相 比 较 鉴 定 红 色 斑 点 ， 并 测定 与 蓝 色 标记 物 的 相对 迁移 (A 10.2). 
7) 确认 DABTH 氨基 酸 和 附加 斑点 《也 见 10.5 部 分 )。 

10.2 表示 了 DABTH -氨基 酸 衍生 物 在 邮票 大 小 的 聚 酰胺 膜 上 层 析 的 分 离 结 果 (5 

二 维 层 析 试 剂 的 相关 的 溶剂 混合 物 的 细节 见 10.5 部 分 )。 单 个 衍生 物 的 定位 是 通过 2 个 
标记 物 即 与 DABTC 作用 的 二 乙 基 胺 和 二 乙醇 胺 的 迁移 来 决定 (MEK). RH DABTH 
-氨基 酸 衍生 物 暴 露 在 酸 蒸 汽 中 产生 红色 斑点 ， 而 标记 化 合 物 只 形成 蓝 色 斑点 。DABTH 
-氨基 酸 衍生 物 在 微 聚 酰胺 膜 上 的 检测 限 大 约 20pmol。 


HPLC 分 离 DABTH -氨基 酸 衍 生物 


DABTH -氨基 酸 衍生 物 可 在 HPLC 上 用 Chang(1988) 提 出 的 梯度 系统 进一步 鉴定 。 用 
ODS-2 #, Sum, 4.6mm x 12.5cm。 溶 剂 A 为 33mmol/L 醋酸 钠 缓 冲 液 (pPH5.0), 溶剂 B 
AAG Aa. AFAR EEA 25 分 钟 内 从 36% 至 60% 深 液 B, 在 25 至 26 分 钟 从 60% F 80D 
剂 B,， 在 26 至 32 分 钟 保持 80% 溶 剂 B， 在 32 至 34 分钟 从 80%B 返回 。 在 436nm 检测 ， 
0.004AUFS。 


10.4 问题 解答 


盐 一 般 地 要 尽量 避免 因为 它 会 降低 异 硫 氰 酸 与 多 肽 的 偶 联 产 率 〈 偶 联 反 应 的 pH 应 
调 至 pH9.0)。 一 种 较 低 的 pH 会 阻碍 主要 是 His 与 Lys RAR EB HK. RH 
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进一步 盐 污染 会 使 偶 联 和 裂解 阶段 后 的 样品 干燥 变 慢 。 由 于 盐 会 干扰 薄膜 上 氨基 酸 衍生 
物 的 最 佳 分 辨 ， 并 主要 发 生 在 碱 性 DABTH 衍生 物 DABTH-Arg 和 DABTH-His 区 间 内 ， 所 
以 有 必要 在 开始 时 对 降解 所 需 多 肽 进行 无 盐 制备 和 确保 在 裂解 和 偶 联 阶段 后 除去 碱 和 
酸 。Leu 和 le 的 衍生 物 在 聚 酰胺 薄膜 层 析 中 难以 区 分 ， 但 用 本 章 提出 的 HPLC 梯度 系统 
可 将 二 者 很 好 地 分 离 。 

在 加 入 强酸 TFA 的 裂解 过 程 和 在 Edman 降解 的 干燥 过 程 中 会 产生 DABTH-Ser 和 
DABTH-Thr 的 脱水 物 。 这 些 脱 水 物 可 通过 选择 合适 的 转化 介质 消除 。 但 没有 一 种 转化 介 
质 适 用 于 所 有 不 同 的 噬 唑 啉 酮 。lmolL HC] 非常 适合 于 转化 Ser 和 Thr 噬 唑 啉 酮 ， 而 稀 
的 TFA 更 适合 于 Asp 和 Glu 衍生 物 的 异 构 化 。 在 用 HCl 转化 时 ， 这 些 化 合 物 将 产生 大 量 
的 自由 酸 乙 内 酰 硫 脲 。 所 以 可 以 依据 不 同 肽 的 氨基 酸 组 成 从 一 种 转化 介质 变换 为 另 一 种 
转化 介质 ， 或 用 另 一 种 转化 介质 对 相同 的 肽 进行 第 二 次 降解 。 


10.5 “器 难 解析 
试剂 的 稳定 性 


所 有 的 反应 必须 在 氮气 中 进行 有 如 下 原因 : 一 旦 偶 联 发 生 ，DABTC 蛋白 质 易于 脱 
硫 。 空 气 中 的 氧 会 取代 硫 从 而 阻止 环 化 和 裂解 ， 导 致 产 率 下 降 。PITC 长 时 间 暴 露 在 光 
线 下 会 进行 降解 ， 必 须 在 - 20 民 的 氮气 或 氨 气 中 保存 。 

因为 DABITC 在 有 机 相 中 的 有 限 溶 解 性 会 阻止 DABITC- 肽 摩尔 比 的 增加 ，N 未 端 基 
团 与 DABITC 的 定量 偶 联 只 能 在 极端 条 件 下 实现 (75, 1.5 小 时 )。 高 温 加 速 了 DABITC 
的 水 解 ， 并 会 导致 一 些 不 需要 的 副 反 应 。 而 用 DABITC-PITC 双 偶 联 的 方法 可 使 大 量 偶 联 
在 一 个 合适 的 温度 下 实现 (52% ~ 55X ) HF DABITC 在 吡啶 中 不 十 分 稳定 ,最 好 在 每 
天 或 每 个 降解 循环 新 鲜 制 备 。 


盐 的 存在 


从 SDS 胶 通 过 电 洗 脱 - 电 渗析 或 其 他 程序 回收 的 样品 在 测序 前 必须 去 除 污 染 的 盐 并 
染色 。 基 于 有 蛋白质 不 溶 于 -20Y 高 浓度 有 机 溶剂 中 的 沉淀 法 很 容易 做 到 这 一 点 ( 见 上 述 
“降解 样品 的 准备 ")。 盐 的 存在 会 使 DABTH-His 和 -Arg 区 域 的 斑点 扩大 : 将 DABTH-A dE 
酸 在 氮气 中 干燥 ， 加 入 50 岂 水 并 用 乙酸 丁 酯 重新 抽 提 衍生 物 , 盐 会 留 在 水 相 里 。 


抽 提 步骤 


在 抽 提 步骤 中 可 去 除 一 些 杂 质 ， 它 们 能 阻止 后 续 反 应 或 能 形成 可 干扰 DABTH -A 
酸 层 析 的 副 产 物 。 正 庚 烷 和 乙酸 乙 酯 的 混合 物 可 以 去 除 大 部 分 这 类 杂质 。 过 度 的 抽 提 会 
引起 一 些小 肽 和 下 水 肽 抽 提 损失 。 当 心 由 于 下 水 肽 沉淀 而 形成 的 有 机 相 和 水 相 中 的 肽 
层 。 小 心 移 去 上 层 溶剂 ; 移 液 时 不 要 碰 管 中 的 沉淀 。 

用 庚 烷 和 乙酸 乙 酯 两 次 抽 提 会 洗 去 97% ~ 98 狗 的 多 余 试 剂 和 副 产 物 。 然 而 由 于 痕 
量 有 机 相去 除 不 完全 ， 而 有 机 相 会 干扰 后 续 DABTH -氨基 酸 的 鉴定 ， 因 此 当 DABTH-A 
基 酸 产 率 很 低 的 时 候 ， 建 议 进行 第 三 次 洗涤 。 在 这 第 三 次 提取 过 程 中 C 端的 Lys 可 能 会 
丢失 ， 然 而 这 个 氨基 酸 可 在 DABTZ (二 甲 基 氮 基 偶 氮 苯 唆 唑 啉 酮 ) 氨基 酸 抽 提 后 通过 水 
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相 的 红色 来 鉴别 。 
鉴定 DABTH -氨基 酸 衍生 物 


如 果 在 聚 酰胺 层 析 中 产生 “ 双 点 "， 这 表明 唆 唑 啉 酮 转化 为 乙 内 栈 硫 腺 衍生 物 的 反 
应 不 完全 。 这 种 情况 下 ， 需 检查 铝 加 热 器 的 温度 和 试剂 管 在 加 热 器 中 是 否 揪 紧 。 如 果 必 
要 的 话 ， 可 用 铝 销 使 试管 更 紧 地 置 于 加 热 器 孔 中 。 

若 问 题 仍 然 存 在 ， 则 可 增加 转化 时 间 ， 提 高 转化 温度 ， 或 改变 转化 介质 〈20%TFA 
水 溶液 ，40%TFA 水 溶液 ，lmoyL HCLI， 溶 于 乙酸 乙 酯 的 40%TFA， 甲 醇 盐 酸 ， 在 HCl 
蒸汽 中 饱和 的 醋酸 )。 

氨基 酸 衍生 物 的 副 产 物 被 认为 是 从 反应 中 间 产 物 衍 生 而 来 的 ， 这 些 中 间 产 物 可 能 与 
(或 者 就 是 ) DABTC 或 DABTZ 衍生 物 有 关 。 据 报道 这 两 者 在 聚 酰胺 膜 上 暴露 于 HAM 
后 会 显 蓝 色 。 尽 管 有 某 种 程度 上 依赖 于 化 学 试剂 和 条 件 而 有 所 不 同 ， 在 常规 的 降解 过 程 
中 一 般 都 会 在 一 定 范围 内 观察 到 二 级 斑点 (Bahr-lindstrom et al.1982)。 


鉴定 巩 水 氨基 酸 衍 生物 (DABTH-Ile/Leu，DABTH-Val/Phe) 的 困难 


He 和 Leu 可 通过 硅 板 或 HPLC HRA ( 见 上 述 “DABTH AMA HPLC 4B”). BK 
外 由 于 它们 有 不 同 的 副 产 物 ， 因 此 也 可 在 聚 酰胺 薄膜 上 区 分 (Bahr-Lindstrom et al.1982)。 
可 用 上 述 方法 鉴定 Phe 和 Val 的 DABTH 衍生 物 。 


DABTH-Ser 和 DABTH-Thr 的 鉴定 问题 
加 入 1mol/L HCl 或 HCl 饱和 的 醋酸 作为 转化 介质 。 
假定 由 于 脱 酰胺 基 引 起 的 DABTH-Asn 和 DABTH-Gln 双 点 
用 20% ~40%TFA 水 溶液 作为 转化 介质 以 防止 酸 的 形成 。 
附加 点 的 鉴定 ， 包 括 一 些 翻 译 后 修饰 的 氨基 酸 (Tsiboli et al., 44%; 见 图 10.2)。 
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DABITC/PITC 测序 方法 简单 ， 灵 敏 而 且 省 钱 。 一 轮 降 解 循环 需要 约 140 分 钟 ， 不 需 
特殊 设备 和 放射 性 材料 ， 因 而 是 肽 和 和 蛋白 质 微量 序列 分 析 的 普遍 适用 的 方法 。 通 过 一 次 
聚 酰胺 TLC 鉴定 足以 区 分 所 有 普通 氨基 酸 和 一 些 修 饰 的 氨基 酸 (它们 的 DABTH 衍生 
物 )，Leu 和 De 是 例外 (〈 见 10.5)。 利 用 红色 的 DABTH- 氮 基 酸 衍生 物 和 它们 有 时 出 现 的 
蓝 色 或 紫色 副 产 物 衍生 物 ， 会 使 鉴定 简便 易 行 。 

5 dansyl-Edman 技术 相 比 ， 该 方法 既 适 用 于 大 和 蛋白质 也 可 用 于 小 肽 ; 因而 可 以 用 于 
检测 蛋白 质 或 肽 (例如 经 过 HPLC 纯化 ) 的 纯度 。 


(AFR 译 HBA 校 ) 
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第 11 章 


肽 和 蛋白质 的 固 相 测序 
J. Salnikow 
ithh y Ahem 


Edman 降解 代表 多 肽 和 和 蛋白质 化 学 法 测序 的 经 典 反应 。 在 液 相 测序 中 ， 反 应 是 均一 
的 ， 它 利用 在 两 种 互 不 相 溶 相 (水 /有 机 溶剂 ) 中 分 配 系数 的 不 同 来 分 离 过 剩 的 试剂 和 
产物 。 这 个 原理 在 由 Edman 本 人 设计 的 第 一 个 旋转 杯 测序 仪 中 得 到 了 完善 。 在 现代 的 
气相 测序 中 ， 除 了 要 把 样品 通过 非 共 价 键 国定 在 一 种 固 相 基质 上 (如 Immobilon，Milli- 
pore，Eschbom， 德 国 ) 和 试剂 要 在 液 相 或 气相 条 件 下 使 用 以 外 ， 其 他 物理 条 件 是 相似 
的 。 整 个 系统 的 小 型 化 与 微小 体积 剂量 装置 的 结合 使 这 类 仪器 具有 很 高 的 灵敏 度 。 

玻 水 性 多 肽 与 试剂 的 分 配 系数 的 差别 不 太 明显 。 然 而 ， 经 常会 观察 到 洗涤 时 样品 的 
逐渐 损失 。 这 个 缺点 促使 Laursen 在 1971 年 提出 了 将 蛋白 质 或 多 肽 共 价 连接 到 一 个 固 相 
基质 上 进行 测序 的 方法 一 一 这 就 是 固 相 测序 的 原理 。 样 品 的 共 价 结合 允许 通过 简单 的 清 
洗 去 除 任何 过 剩 的 试剂 和 其 他 许多 种 溶剂 中 所 含有 的 化 学 物质 ， 同 时 也 避免 了 冲洗 时 的 
样品 丢失 。 因 此 固 相 测 序 为 Edman 化 学 法 提供 了 最 大 的 灵活 性 。 其 主要 优点 如 下 : 

。 样 品 不 会 被 冲洗 掉 。 
。 可 使 用 极 性 溶剂 ， 如 去 除 从 磷酸 化 氨基 酸 衍生 得 到 的 极 性 很 强 的 苯 乙 内 酰 硫 脲 
(PTH). 
。 可 人 允许 使 用 带 有 易于 检测 生 色 团 /荧光 团 的 新 型 Edman 试剂 。 
特别 地 ， 固 相 测 序 尤 其 可 对 那些 在 双 偶 联 过 程 中 与 异 硫 氰 酸 葵 酯 相 结合 的 新 型 的 
有 发 展 前 景 的 Edman 试剂 进行 评价 测定 (Salnikow et al.1981,1987;Salnikow 1986,1992)。 
与 固 相 测序 相 关 的 问题 在 于 化 学 结合 过 程 的 结果 ， 只 有 极 少 数 几 种 化 学 方法 有 实 
用 价值 。 最 理想 的 结合 即 C 端 唯一 连接 ， 并 不 是 一 个 通用 的 方法 ， 只 可 能 用 于 一 些 
特殊 情况 。 一 般 的 方法 是 多 点 固定 ， 也 就 是 假如 最 后 一 个 氨基 酸 未 固定 ， 最 后 一 个 连 
接点 后 的 肽 链 部 分 就 会 从 基质 上 脱落 而 无 法 测序 。 而 且 结合 率 各 自 不 同 。 作 为 实际 定 
量 结合 的 结果 ， 对 于 以 PTH 衍生 物 形式 紧密 结合 在 基质 上 的 氨基 酸 ， 只 有 极 少 数 被 
释放 或 根本 不 释放 。 而 对 固定 不 完全 的 氨基 酸 在 测序 过 程 中 极 易 鉴 定 。 必 须 通 过 实验 
而 不 是 随意 地 在 结合 率 和 固定 化 氨基 酸 的 鉴定 之 间 寻 找 一 种 折衷 的 办 法 ; 在 大 多 数 情 
况 下 ， 要 以 牺牲 包括 与 基质 连接 的 氨基 酸 在 内 的 所 有 氨基 酸 残 基 的 明确 鉴定 为 代价 ， 
来 获得 小 肽 或 蛋白 质 的 较 高 结合 率 。 
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1.2 Rk #£ 


近来 ， 使 用 含 氨基 的 基质 ， 共 有 三 种 不 同 的 结合 方法 用 于 固 相 测序 。 
11.2.1 用 DITC 固 定 (对 茶 二 异 硫 氰 酸 ) 


DITC 是 一 种 双 功 能 的 Edman 试剂 。 第 一 步 ， 带 有 氨基 的 基质 被 活化 形成 一 种 聚合 
的 氨基 酸 衍 生物 ; 在 第 二 步 偶 联 反应 中 ， 该 衍生 物 使 蛋白 质 或 肽 样品 通过 N 端 和 另外 
的 赖 氨 酸 侧 链 固 定 〈 图 11.1)。 在 固定 化 样品 的 Edman 降解 过 程 中 ，N 端 残 基 在 裂解 过 
程 中 被 释放 ， 从 而 暴露 出 下 一 个 氨基 酸 以 进行 第 二 轮 循 环 (图 11.2)。 和 蛋白 质 是 多 点 结 
合 的 ， 多 肽 链 会 通过 内 部 的 赖 氨 酸 侧 链 结合 到 基质 上 。 如 果 结 合 率 不 能 定量 ，N 端 氨基 
酸 和 内 部 赖 氨 酸 残 基 有 时 可 被 鉴定 。 带 有 C 端 赖 氨 酸 的 胰 和 蛋白酶 切 肽 段 可 一 直 测 序 到 
倒数 第 二 个 氨基 酸 残 基 。 其 他 含有 内 部 赖 氨 酸 的 肽 在 最 后 一 个 共 价 连接 点 后 将 会 从 基质 
上 被 释放 。 不 含有 赖 氨 酸 的 肽 仅 通过 N 端 结合 而 不 能 测序 。 
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图 11.1 DITC 结合 蛋白 质 / 肽 于 带 有 氮 基 基 团 的 基质 (APC: 氨基 两 基 玻 璃 )。 
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11.2 在 第 一 轮 Edman 降解 循环 中 N 端 氨基 酸 的 裂解 。 


11.2.2 用 EDC (N- 乙 基 -N'-3- 二 甲 基 毛 丙 基 碘 化 二 亚 胺 ) 固定 


如 果 样 品 含有 另外 的 羧基 侧 链 ， 可 通过 羧基 偶 联 产生 多 点 连接 从 而 替代 用 DITC 结 
合 。 而 羧基 结合 总 意味 着 理想 的 C 端 固定 ， 可 测序 至 最 后 一 个 氨基 酸 〈 图 11.3)。 所 使 
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用 基质 的 性 质 对 有 效 的 羧基 结合 非常 重要 : 鉴于 脂肪 族 氨基 基 团 会 导致 很 低 的 固定 产 
率 ， 氨 葵 基 树脂 由 于 其 在 pH5$.0 有 较 高 的 芳香 胺 亲 核 性 而 成 为 较 好 的 选择 对 象 (Liang 
and Laursen 1990)。 
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11.3 FU EDC HI (APC, 氨基 两 基 玻璃 )。 
11.2.3 内 脂 固 定 


当 蛋 白质 或 肽 的 羧基 被 选择 性 活化 时 ， 通 过 C 端 氨基 酸 唯 一 结合 是 可 能 的 。 在 省 
化 氰 裂解 含有 甲 硫 氨 酸 的 多 肽 时 会 观察 到 内 酯 的 形成 就 是 一 个 例子 〈 图 11.4)。 用 二 甲 


ay i oe ® 


CNBr-33f# : NE 一 一 Met 一 - 一 ww Nib a 


图 11.4 内 酯 固定 (APG， 和 氨基 丙 基 玻 璃 )。 


亚 硕 / 讽 酸 或 亚 碘 酰 基 葵 甲 酸 处 理 来 裂解 色 氮 栈 键 的 时 候 会 形成 一 种 类 似 的 反应 衍生 物 
(Mahoney and Hermodson 1979; Mahoney et al. 1981). 

这 些 反 应 对 固 相 测序 非常 有 用 : 在 C 端 产生 最 佳 的 单 点 结合 ， 同 时 使 测序 至 最 后 
一 个 氨基 酸 成 为 可 能 。 然 而 这 种 类 型 的 结合 仅 限 于 含 甲 硫 氨 酸 和 (或 ) 色 氨 酸 的 多 肽 。 

这 些 不 同 的 结合 方法 最 初 是 为 一 种 固 相 技术 而 发 展 起 来 的 ， 此 技术 使 用 装 有 合适 玻 
璃 珠 衍 生物 的 反应 柱 。 虽 然 手 工 降 解 方法 已 有 报道 (Chang 1979; Rodrigues et al. 1994), 
大 多 数 固 相 测序 技术 都 是 自动 进行 的 。 高 灵敏 度 气相 测序 仪 的 出 现 引 发 了 利用 玻璃 滤 腊 
RR — FC (PVDF) 膜 的 自动 固 相 结合 化 学 的 复兴 。 另 外 ， 此 项 技术 还 有 一 个 优 
点 ， 即 通过 现代 印迹 技术 将 高 效 凝 胶 电泳 与 测序 直接 相连 ， 从 而 免 去 了 费力 而 且 损失 样 
品 的 洗 脱 过 程 。 
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FA (8 WU 89 3k i RE EY RA Zo, BEF BK PVDF (Immobilon), HF 
苯 乙 炳 在 有 机 溶剂 中 溶 胀 而 在 自动 柱 技术 中 引发 许多 问题 ， 现 已 不 再 受 欢 迎 。 另 外 ， 它 
的 高 度 疏 水 性 也 限制 了 拥有 玻 水 功能 基 的 新 型 Edman 试剂 的 使 用 ， 因 为 这 会 导致 与 基 
质 强烈 相互 作用 。 氮 基 两 基 和 和 氮 基 葵 基 玻 璃 基质 很 容易 通过 玻璃 与 各 自 的 三 乙 氧 基 甲 硅 
烷 衍生 物 反 应 制备 。 在 反应 柱 固 相 技术 中 ，CPG (多 和 孔 玻璃 珠 ) 由 于 其 伸展 的 内 表面 而 
为 多 肽 提供 了 一 个 有 足够 容量 和 极 好 流动 性 的 基质 。 可 通过 希 夫 碱 与 2 -羟基 蔡 甲 醛 反 
应 并 分 光 光 度 检测 从 基质 上 释放 的 芳香 醛 来 测定 偶 联 容量 (Schmitt and Walker 1977). 

在 使 用 膜 或 玻璃 滤 片 的 气相 测序 仪 中 也 能 获得 带 有 氨基 基 团 的 衍生 物 。 可 以 用 近似 
于 制备 CPC 的 方法 来 制备 芳香 氨基 玻璃 滤 膜 。 已 可 买 到 带 有 芳香 氨基 侧 链 或 带 有 DITC 
修饰 衍生 物 的 PVDF 膜 ， 其 商品 名 为 Sequelon (Sequelon-AA, 4 # HK, Sequelon-DITC, 
DITC 修饰 PVDF; MilliGen/Biosearch, Millipore 分 部 )。 它 们 的 昂贵 价格 促使 了 简单 的 化 学 
方法 的 发 展 ， 它 从 相对 便宜 的 PVDF 膜 开 始 ， 最 终 产 生 了 大 量 的 各 自 氨基 衍生 
物 (Rodrigues et al. 1994). 


11.3.1 REP RAR 
氨基 两 基 (或 氨基 葵 基 )】 玻璃 的 制备 


1) 将 4g CPC 珠 放 人 一 个 圆 形 烧 瓶 中 ，180% 条 件 下 在 真空 室 干燥 2 小 时 。 

2) 加 入 30ml 用 硫酸 钙 饱 和 的 甲苯 。 

3) 加 入 3ml 3 -氨基 两 基 三 丁 氧 基 甲 硅烷 (或 氨基 葵 基 三 丁 氧 基 甲 硅烷 )。 

4) 用 一 个 水 泵 短暂 脱 气 。 

5) 加 入 一 个 磁力 搅拌 子 ， 将 混合 物 在 75% 保 温 20 小 时 ， 用 最 低速 度 不 时 地 搅拌 。 

6) 通过 一 个 玻璃 纤维 过 滤 除 去 CPC 珠 。 

7) 用 甲 茶 和 丙酮 彻底 冲洗 CPG 衍生 物 。 

8) 将 CPG 衍生 物 放 人 真空 干燥 器 中 干燥 。 
注意 : 一 般 来 说 ， 和 孔径 为 75A 的 CPG 对 大 多 数 有 扰 和 蛋白 质 都 足够 了 7。 对 一 些 特别 大 的 多 肽 建议 使 用 较 大 和 孔径 
的 CPG; 然而 ， 这 样 就 会 使 得 它们 的 内 表面 减 小 ， 结 合 能 力也 相应 减 小 。 


氨基 的 测定 


本 方案 基于 Schmitt #1 Walker (1977). 

1) 在 一 小 试管 中 混合 10ml AAA ERB A 2ml 0.2mol/L 的 2 -羟基 - 1 - 蔡 乙 醛 (溶解 于 
刚 蒸 馆 的 二 甲 基 甲 酰胺 中 )， 慢 慢 地 搅拌 ， 在 室温 下 保温 15 小 时 。 

2) 用 3ml 二 甲 基 甲 酰胺 冲洗 4 次 ， 接 着 用 3ml 的 乙醇 继续 洗涤 数 次 ， 直 到 在 270nm 的 吸 
光度 达到 零 为 止 〈 以 纯 乙 醇 为 参照 )。 

3) 加 入 2ml 0.4mol/L “KERR, TERM PR 45 分 钟 ， 并 慢 慢 搅拌 。 

4) 离心 ， 测 上 清 液 在 420nm 的 吸光 度 。 
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注意 : 在 上 清 液 中 的 葵 基 氨基 希 夫 碱 的 As 为 10900。 制 备 较 好 的 氨基 两 基 玻 璃 的 偶 联 容量 为 每 克 玻 璃 0.20 ~ 
0.22mmol 氨基 基 团 。 


芳香 胺 基 玻 璃 滤 膜 的 制备 


本 方案 基于 Aebersold 等 (1990). 

1) 将 环形 的 Whatman GF/F 滤 膜 在 盛 有 无 水 三 氟 乙 酸 的 烧杯 中 室温 下 放置 1 小 时 ， 且 不 
ASHEN (使 用 有 效 的 通风 橱 ) 。 
注意 : 无 水 三 氟 乙 酸 是 一 种 强 腐蚀 性 和 剧 毒 的 化 学 物质 ， 使 用 时 应 戴 手 套 并 注意 保护 眼睛 ! 

2) 取出 玻璃 滤 膜 ， 放 在 滤纸 上 晾 干 。 

3) 将 预先 活化 的 玻璃 滤 膜 放 人 装 有 含 2% 氮 基 苯 基 三 丁 氧 基 甲 硅烷 的 丙酮 /水 (1 : 1, 
v/v RN BAS +. 

4) 37CRBUK, HEBRKLBEREO. 

5) 用 丙酮 洗涤 衍生 玻璃 滤 膜 10 次 〈 每 次 5 分 钟 )。 

6) 将 洗 过 的 玻璃 滤 膜 放 在 烘箱 中 LOC 干燥 45 分 钟 ， 然 后 放 人 密封 的 陪 蔡氏 培养 下 中 
室温 保存 。 
注意 : 用 三 氟 乙 酸 浸 蚀 玻璃 滤 膜 可 提高 对 硅烷 衍生 物 的 反应 活性 。 通 过 在 同一 条 件 下 用 3 -氨基 两 基 三 丁 氧 基 
甲 硅烷 制备 相应 的 氨基 丙 基 衍生 物 和 利用 2 -羟基 - 1 LBRO ERR (MEX) 可 大 概 估 计 芳 香 胺 的 
含量 。 或 者 ， 过 量 的 肽 可 结合 到 膜 上 ， 并 通过 水 解 和 氨基 酸 分 析 或 在 使 用 放射 性 样品 时 利用 闪烁 计数 来 测定 偶 
联 容量 。 


氨基 基 团 功能 化 的 PVDF 膜 的 制备 


本 方案 基于 Rodrigues 等 (1994). 

1) FA 0.5mol/L KOH 温 育 PVDF 膜 片 (Immobilon-P 或 Immobilon-P®) 1.5 分 钟 ， 且 轻 轻 搅 
拌 。 

2) 用 镖 子 将 膜 片 转移 到 2ml 0.2mol/L 的 碳酸 氢 钠 溶液 (pH9.0) 中 !1 分 钟 。 

3) BRASS 2ml 含有 2% 三 乙 胺 (v/v) 和 0.1% 聚 烯 丙胺 盐酸 化 物 (wv) 的 50 儿 甲醇 
溶液 中 放置 2 分 钟 。 

4) 把 膜 片 放 和 人 用 射流 水 泵 抽 真 空 的 真空 干燥 器 中 除去 溶剂 。 

5) 用 甲醇 润 湿 干 燥 的 膜 片 ， 并 对 每 一 个 膜 片 再 次 使 用 1$ 由 三 乙 胺 / 聚 烯 丙胺 试剂 〈 见 上 
述 ) 处 理 ， 然 后 再 次 干燥 。 

6) HEE FAR A A lml 0.2mol/L 碳酸 钠 溶 液 (pH10.5) 的 管 形 瓶 中 保温 过 夜 。 

7) 用 去 离子 水 洗涤 膜 片 ， 接 着 用 甲醇 然后 用 水 (每 次 3m，1 ~ 2 分钟 ) 清洗 膜 片 。 在 
—20T FRB RFRA 


注意 : 氨基 基 团 功能 化 的 PVDF 膜 的 偶 联 能 力 比 商 品 化 的 膜 低 ; 然而 ， 它 们 可 用 于 DITC 偶 联 和 自动 及 手工 测 
序 。 可 通过 肽 样品 的 结合 和 酸 水 解 后 的 氨基 酸 分 析 来 测定 偶 联 容量 (Rodrigues et al. )。 


DITC 玻璃 珠 (DITC 修饰 的 氨基 丙 基 CPG) 的 制备 


1) 将 100mg DITC 溶解 于 2ml 新 蒸 馅 的 二 甲 基 甲 酰胺 中 ， 加 入 160mg 氨基 两 基 玻 璃 
(CPG, 75A). 
注意 : 二 甲 基 甲 酰胺 可 用 苯 代 替 。 尽 管 认为 DITC 玻璃 珠 可 在 - 20% 保存 ， 但 新 鲜 配 制 的 衍生 物 显 示 最 好 的 偶 
. 109 . 


联 效果 。 
2) 加 入 20 则 三 乙 胺 在 25 所 轻 轻 搅拌 保温 1 小 时 。 上 清 液 将 变 为 浅黄 色 。 
3) 用 2ml 二 甲 基 甲 酰胺 (DMF) 洗涤 DITC 玻璃 珠 2 次 ， 接 着 用 Sm 的 甲醇 和 丙酮 洗涤 4 
次 。 
4) 用 真空 干燥 器 干燥 。 
FR: 对 放 在 干燥 器 中 的 CPG 珠 的 突然 抽 气 和 通气 会 引起 珠子 的 跳动 而 丢失 基质 。 可 通过 把 玻璃 珠 放 入 Pare 


film 密封 的 管 形 瓶 中 并 用 一 根 好 的 缝 衣 针 几 次 刺 穿 Parafilm 的 方法 来 缓解 这 个 问题 。 或 者 ， 可 使 用 带 玻璃 纤维 塞 
子 的 管 形 瓶 。 


11.3.2 DTITC 偶 联 分 析 
使 用 DITC 玻璃 珠 


这 个 实验 是 为 装 有 DTC 玻璃 的 毛细 管 柱 的 自动 固 相 测序 而 设计 的 〈Liang and 
Laursen1990) ， 但 它 也 可 以 用 于 其 他 固 相 技术 。 
1) 将 20 ~ 1000pmol 的 多 肽 溶 于 30ml 的 偶 联 缓冲 液 中 : 0.2mol/L 磷酸 氢 二 钠 〈pH9.0)， 
1%SDS (十 二 烷 基 磺 酸 钠 )。 
2) 加 入 大 约 30 岂 的 DITC 玻璃 珠 。 
3) SSC hilt 45 分 钟 。 
4) 用 蒸馏 水 然后 用 甲醇 清洗 2~ 3 次 ， 用 氮气 吹 干 。 


使 用 DITC 修饰 的 PVDF 


本 方案 基于 Herfurth 等 (1990), 

注意 : DITC 偶 联 常 导 致 很 高 的 结合 产 率 。 而 用 DITC 修饰 的 氨基 两 基 玻璃 ， 有 时 能 在 低 

结合 产 率 下 检测 到 N 端 氨基 酸 包括 内 部 赖 氨 酸 ; 用 DITC-PVDF 膜 固定 一 般 是 定量 的 。 

对 适当 浓度 SDS 的 耐 受 性 ， 使 得 这 个 结合 技术 成 为 一 些 像 膜 蛋 白 这 样 的 不 溶性 多 肽 的 

可 供 选择 的 方法 。 

1) 将 100 ~ 500pmol 的 含有 赖 氨 酸 的 多 肽 溶 于 20 ~ 40M 的 偶 联 缓冲 液 中 : 含有 50% 乙 醇 
4) 0.2mol/L N- 乙 基 吗 啉 (pH8.0) 或 含有 50% 乙醇 和 0.25% SDS 的 0.1mol/L RRA 
钠 溶 液 (pH11.4). 

2) 将 $ 风 等 份 多 肽 溶液 加 入 到 置 于 测序 仪 反应 简 上 已 活化 的 膜 上 。 

3) 用 氮气 流 吹 干 。 

4) 用 另外 的 $ 风 样品 重复 上 述 操作 ， 直 到 所 有 样品 用 完 为 止 〈 总 时 间 大 约 45 分 钟 )。 
ER: 避免 使 用 含有 胺 或 铵 离子 的 缓冲 液 或 试剂 。 因 为 它们 通过 竞争 性 反应 减少 DITC 基质 的 结合 容量 。DITC- 
PVDF 膜 的 结合 缓冲 液 必 须 含有 至 少 20% 的 一 种 水 溶性 的 有 机 试剂 ， 因 为 DITC-PVDF 膜 不 能 用 水 湿润 《Herfurh 


et al. 1991)。 要 测定 待 测序 的 多 肽 在 这 些 缓冲 液 中 溶解 度 。 清 洗 溶剂 如 甲醇 等 应 不 含 醛 ， 以 防止 Schiff 碱 对 N 端 
的 封闭 。 不 含 内 部 或 C 端 赖 氨 酸 的 肽 不 能 测序 ! 


11.3.3 FDC 偶 联 分 析 
使 用 氨基 茶 基 玻璃 


本 方案 基于 Liang 和 Laursen (1990) 以 及 Aebersold 等 〈1990) 。 
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1) 将 20 ~ 1000pmol 的 多 肽 溶 于 30ul 偶 联 缓冲 液 中 : 0.2~ 1 mol/L Mk ME- HCl (pH 4.0 ~ 
5.0), #{0.2~1 mol/L Mes (2- (4- 吗 啉 代 ) 乙 磺 酸 ，pH3.5~S.5)。 
注意 : 可 耐 受 SDS 到 1%。 

2) 加 入 EDC (0.2 ~ 2mg WHER BDH KP), 

3) 立即 加 入 30pl 氨基 苯 基 玻璃 。 

4) 保温 15 ~ 60 分 钟 (25TH 37). 

5) 用 水 、 甲 醇 清 洗 并 用 氮气 吹 干 。 


CAS See 


本 方案 基于 Achersold 等 (1990). 
1) 将 肽 样品 (SEB HPLC, 100 ~ 500pmol, YF 7K BK7K/ZAA/0.1%=RMARM) 以 小 等 份 加 
于 芳香 胺 基 玻 璃 滤 膜 上 。 
2) 用 氮气 流 吹 干 。 
3) 加 入 30ul 偶 联 缓冲 液 : 0.2~ 1 mol/L Mes [2- (4- 吗 啉 代 ) 乙 磺 酸 ，pH3.5~5.5]。 
4) 加 入 10 风 新 制备 的 EDC (每 毫升 水 20mg)。 
5) 37%C 保 温 30 ~ 60 分 钟 。 
6) 用 蒸 馅 水 清洗 玻璃 纤维 滤 膜 。 
7) 将 膜 片 插入 测序 仪 。 


使 用 芳香 胺 基 PVDF 腊 


本 方案 基于 Pappin 等 (1989)。 

1) 将 100 ~ 300pmol 溶 于 30% ~ 50% 丙 酮 溶液 的 肽 加 到 膜 上 。 

2) 在 加 热 器 中 55$% 加 热 直 至 干燥 。 

3) 1.0mg EDC 溶 于 100p] 偶 联 缓冲 液 : O.1mol/L Mes [2- (4- 吗 啉 代 ) 乙 磺 酸 ，pH5.0]， 
& 15% GiB 0 
ER: 避免 使 用 醋酸 盐 或 其 他 有 羧基 基 团 功能 的 化 合 物 缓冲 液 ， 因 为 它们 将 竞争 性 淳 灭 偶 联 反应 。 

4) 从 加 热 器 中 移 走 膜 片 ， 在 表面 加 Sul & EDC 的 偶 联 缓冲 液 。 

5) 让 反应 在 室温 下 进行 20 分 钟 ， 然 后 将 膜 片 转 和 人 测序 仪 的 反应 简 中 。 
注意 : 最 佳 的 羧基 结合 出 现在 pH3 ~ 5。 在 多 肽 的 羧基 基 团 被 活化 以 后 ， 必 须 立 即将 它 暴 露 在 芳香 胺 基质 中 ， 
以 保证 高 的 结合 产 率 。 虽 然 多 肽 的 C 端 由 于 它 的 较 低 pK 值 优先 被 结合 ， 但 是 内 部 的 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 也 能 固 
定 住 ， 从 而 导致 测序 过 程 中 相应 的 PTH 的 较 少 释 放 。 对 适当 浓度 SDS 的 耐 受 性 ， 使 得 这 项 技术 适用 于 一 些 像 膜 
蛋白 这 样 的 不 溶性 多 肽 。 对 缺少 赖 氨 酸 的 肽 来 说 ，EDC RM KAT SR DITC 偶 联 ， 它 具有 另外 的 优点 ， 即 C 
端 氨基 酸 也 能 被 检测 。 然 而 ， 一 般 来 说 ，EDC 偶 联 容量 比 DITC 要 小 。 


11.3.4 通过 C 端 高 丝氨酸 内 酯 的 肽 的 偶 联 


1) 将 肽 于 粉 溶解 于 $0Ml 无 水 TFA 中 ， 在 室温 下 保温 30 分 钟 。 
2) 用 氮气 流 去 除 酸 〈 使 用 烟雾 罩 !) ， 将 残留 物 溶 于 50 新 蒸馏 的 二 甲 基 甲 酰胺 中 。 
3) 加 入 20ml 氨基 两 基 玻 璃 。 
4) 加 入 10M 三 乙 基 胺 ， 轻 微 地 超声 处 理 后 在 55 CHR 90 分 钟 。 
* Tih 


5) 用 2ml 甲醇 ， 丙 酮 清洗 玻璃 3 次 ， 在 真空 干燥 器 中 干燥 。 
注意 : 在 偶 联 前 用 无 水 TFA 处 理 对 于 肽 的 大 量 内 酯 化 和 溶解 能 力 是 重要 的 。 因 此 ， 不 提倡 在 此 后 用 装 有 NaOH 
的 真空 干燥 器 干燥 肽 ， 因 为 它 会 使 肽 不 溶 (Salnikow et al. 1981). 
注意 : 只 有 用 BrCN 裂解 甲 硫 氨 酰 键 和 用 碘 代 苯 甲 酸 裂 解 色 氨 酰 键 获得 的 肽 才 产生 C 末端 YE, ES 
形成 yY- 内 酯 。 所 有 其 他 的 肽 都 不 可 能 有 此 反应 过 程 ， 因 而 不 能 测序 。 


(AFR 译 c 施 蕴 渝 校 ) 
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1985 年 ， 建 立 了 一 种 新 的 用 于 微量 测序 蛋白 质 的 制备 方法 (Vandekerckhove et al. 
1985) 。 应 用 这 种 方法 ， 亚 纳 摩 尔 (subnanomole) 量 的 蛋白 质 通过 单 向 或 双向 (2D) RA 
烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (PAGE) 得 以 分 离 ， 然 后 通过 电 印 迹 方 法 从 凝 胶 上 转移 到 用 1，5 -二 甲 
基 -1，5 -二 氮 十 一 亚 甲 基 聚 甲 省 化 物 (polybrene) 处 理 的 玻璃 纤维 滤 膜 上 ， 再 用 气相 测 
FRE. AR, RRR AZ (PVDF) 膜 可 用 来 取代 玻璃 纤维 滤 膜 进行 有 
效 的 电 印 迹 和 气相 测序 (Matsudaira 1987). PVDF 膜 与 玻璃 纤维 滤 膜 相 比 有 许多 优势 ， 如 
在 蛋白 质 结 合 能 力 、 蛋 白质 在 滤 膜 上 的 检测 以 及 处 理 等 方面 。 从 1987 年 以 来 ， 使 用 
PVDF 膜 电 印迹 和 测序 逐渐 被 广泛 地 用 于 和 蛋白质 的 序列 分 析 。 

但 是 ， 即 使 蛋白 质 用 PAGE 得 以 成 功 地 分 离 并 通过 电 印 迹 转移 到 PVDF 膜 上 ,在 N 
末端 具有 一 个 封闭 基 团 的 蛋白 质 的 N 端 氨基 酸 顺 序 仍 不 能 通过 Edman 降解 法 在 测序 仪 
中 测定 。 许 多 蛋白质 都 是 N 端 封闭 的 (Aitken 1990, Tsunasawa and Sakiyama 1992 ) Brown 
和 Roberts (1976) 估计 超过 50% 的 可 溶性 的 哺乳 动物 蛋白 质 是 N 末端 封闭 的 。 因 而 ， 需 
要 一 种 简便 而 快捷 的 技术 来 获得 关于 封闭 的 蛋白 质 的 序列 信息 。 

目前 ， 为 此 而 提出 的 大 多 数 技术 只 适合 于 获得 蛋白 质 内 部 的 顺序 。 化 学 的 或 酶 的 去 
封闭 的 新 技术 已 发 展 起 来 ， 已 经 能 够 测定 从 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 印迹 到 PVDF 膜 上 的 N 端 
RA CRE (acetyl) 、 甲 酰基 (formyl) 或 焦 谷 氨 酰 prpetany) 基 团 的 蛋白 质 的 N 端 序 
列 (Tsunasawa and Hirano 1993) 。 

到 目前 为 止 ， 乙 酰基 修饰 被 认为 是 最 常见 的 封闭 基 团 (Tsunsawa and Hirano 1993), 
甲 酰 基 和 焦 谷 氨 酰 基 团 也 经 常 被 检测 到 ( 表 12.1)。 在 本 章 ， 将 描述 具有 这 些 封闭 基 团 
的 蛋白 质 在 膜 上 的 去 封闭 技术 及 随后 的 气相 测序 技术 。 和 蛋白 质 的 PAGE 和 电 印 迹 技术 在 
前 面 的 章节 中 已 经 讲述 。 

应 该 注意 的 是 ， 蛋 白质 在 N 端 被 封闭 不 仅 是 在 体内 也 能 在 体外 发 生 。 在 蛋白 质 的 
fide. PACE 和 电 印 迹 过 程 中 防止 人 为 地 在 体外 产生 封闭 是 可 能 的 。 使 用 高 纯度 的 试 
剂 ， 在 抽 提 、 电 泳 和 电 印 迹 缓冲 液 中 加 入 100pmol 琉 基 乙酸 作为 自由 基 清 除 剂 ， 或 者 为 
了 从 凝 胶 中 去 除 自由 基 而 进行 的 预 电 泳 都 有 助 于 阻止 体外 封闭 (Moos et al. 1988; Ploug 
et al. 1992; Walsh et al. 1988) 。 但 是 ， 如 果 蛋 白质 在 体内 被 封闭 ， 为 了 确定 N 端的 顺序 
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表 12.1 蛋白 质 中 发 现 的 N 端 封闭 基 团 (518 Tsunasawa and Hirano, 1993) 


封闭 基 团 通常 影响 残 基 

酰基 一 

甲 酰 基 Gly，Met 

乙酰 基 Ser, Ala, Met, Gla, Asp, Glu, Thr, Val, Pro 

十 四 栈 Gly 

a- 酮 脂 酰 丙酮 酰 [Ser] ，a- 酮 丁 基 [Thr] 

葡 糖 苷 酸 酰 Gly 

焦 谷 氨 酰 Glu, Gln 

胞 壁 质 Lys 
烷 基 一 

甲 基 (A) Met，Ala，Phe 

Fae (ML) Pro 

Rize (=) Ala 

葡 糖苷 Val: [1- 脱 氧 ，1- (N*- Val) -果糖 ] 


则 需要 一 种 (如 本 文 所 述 ) 化 学 的 或 酶 的 去 封闭 的 操作 方法 。 
4D AFH ha 
12.2.1 具有 N 末 端 乙酰 丝氨酸 和 乙酰 苏 氨 酸 蛋 白质 的 去 封闭 


具有 乙酰 丝氨酸 或 乙酰 苏 氨 酸 的 蛋白 质 用 三 氟 乙 酸 (TRA) 处 理 能 去 封闭 (Wellner et 
al.1990)。 大 约 36% 和 4 儿 的 乙酰 化 蛋白 质 分 别 以 乙酰 丝氨酸 和 乙酰 苏 氨 酸 作为 N 端 氨 
基 酸 。 因 此 ， 用 TFA 蒸气 处 理应 该 能 对 大 约 40 多 的 乙酰 化 蛋白 质 去 封闭 。 但 采用 这 种 
处 理 方 法 ， 不 能 使 含有 其 他 种 类 N 端 乙酰 氨基 酸 的 蛋白 质 去 封闭 。. 这 些 蛋 白质 应 该 用 
下 述 的 酰基 氮 基 酸 释放 酶 (AARE) 去 封闭 。 
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1) 通过 SDS-PAGE 或 2D-PAGE 分 离 N 端 被 封闭 的 蛋白 质 ( < 200pmol), ， 把 它 电 印迹 到 
PVDF 膜 上 。 

2) 切 下 PVDF 膜 上 带 有 蛋白质 区 带 或 斑点 的 部 分 ， 放 人 微量 离心 管 (Eppendorf tube) 中 。 

3) 把 微量 离心 管 放 人 一 个 小 瓶 〈2.6cm x 6cm) 中 ， 加 入 100 ~ 300 由 的 TFA。 

4) 用 氮气 清洗 小 瓶 30 秒 ， 用 瓶 塞 封口 ， 在 60% 保 温 30 分 钟 。 

5) 真空 干燥 膜 片 后 即 可 用 于 气相 测序 。 
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Wellner 等 (1990) 指出 , 在 去 除 N 端 乙酰 丝 
氨 酸 和 乙酰 苏 氨 酸 的 乙酰 基 团 时 可 能 涉及 到 一 
种 NO 酰基 转移 (图 12.1)。 这 种 方法 的 优点 在 
于 去 封闭 容易 且 迅 速 ;尽管 通过 这 道 程序 获得 
的 总 体 测 序 产 率 通 常 较 低 ( 约 5% )。 如 果 膜 暴露 
于 TFA 蒸气 中 超过 2 小 时 , PTH -氨基 酸 的 产量 
增加 ,但 同时 那些 阻碍 PTH - 氮 基 酸 确 定 的 反应 
副 产 物 也 增加 了 。 反 应 副 产 物 主要 是 由 TFA R 
气 裂 解 多 肽 时 产生 的 (Hulmes and Pan 1991)。 


12.2.2 N 端 甲 酰 化 蛋白 质 的 去 封闭 


当 印 迹 上 蛋白质 的 PVDF 膜 在 稀 盐酸 溶液 
中 保温 时 , 能 去 除 蛋 白质 的 N- 甲 酰基 团 〈Ikeu- 
chi and Inoue 1988) 。 
1) 通过 SDS-PAGE 或 2D-PAGCE 4} 83 N — A ELE 
白质 ( < 100pmol) ,把 它 电 印迹 到 PVDF 膜 上 。 
2) 切 下 PVDF 膜 上 带 有 蛋白质 区 带 或 斑点 的 部 
Sh 


OH 
0 CH, 0 Ri 40 
i 1 i 1 外 
CHs— C — NH —~CH ~C — NH—-CH —C --- 


| (CHs)3N 


7 2 R 0 


i tool 
NH2—C — C — NH--CH-C --- 


PITC 


S CH: 0 


和 
3) 用 少量 的 乙 且 湿 润 膜 片 ,并 把 它 浸 泡 于 200 ~ Cp Mac aC = C= We Ser 


5001 ,0.6mol/L HCl 中 ,25% 保 温 24 小 时 。 
4) 用 去 离子 水 充分 地 冲洗 PVDF 膜 。 
5) 真空 干燥 膜 片 ， 再 用 于 气相 测序 。 


12.1 N- 乙 酰 化 蛋白 质 去 封闭 反应 的 
By REPL (Wellner et al. 1990). 


12.2.3 含有 Ni 未 端 焦 谷 氨 酸 蛋白 质 的 去 封闭 


蛋白 质 的 N 端 焦 谷 氨 酸 能 被 原 位 的 (页 situ) 焦 谷 氨 酸 肽 酶 消化 而 去 除 ， 随 后 蛋白 
质 能 从 第 二 个 残 基 开 始 测 序 (Hirano et al.1991; Moyer et al.1990)。 
1) 通过 SDS-PAGE 或 2D-PAGE 分 离 N 末端 被 封闭 的 蛋白 质 〈《< 100pmol)， 电 印迹 到 


PVDF 膜 上 。 


2) 切 下 PVDF 膜 上 带 有 和 蛋白质 区 带 或 斑点 的 部 分 。 


3) FAY ZR A ,并 把 它 浸泡 于 200M & A 100mmol/L 乙酸 的 0.5% (w/v) KZ 
吡咯 烷 酮 (PVP)-40(Sigma) 中 ,在 37% 保温 30 分 钟 以 封闭 膜 上 未 结合 蛋白 质 的 位 点 。 


4) 用 Sml 的 去 离子 水 冲洗 膜 片 至 少 10 次 。 


5) 把 膜 浸 泡 于 含有 Smmol/L 二 硫 苏 糖 醇 (DTT), 10mmol/L EDTA 和 10% (v/v) ZHAN 


1001, O.1mol/L 磷酸 缓冲 液 中 (pH8.0)。 


6) 加 入 焦 谷 氨 酸 肽 酶 (Boehringer Mannheim) (Suvg， 酶 / 底 物 1:1~1:10)。 


7) FE 30°C 保温 反 应 溶液 24 小 时 。 
8) 用 去 离子 水 清洗 膜 片 。 
9) 真空 干燥 膜 片 ， 即 可 用 于 气相 测序 。 
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Miyatake “ (1992) 在 20% 用 无 水 肝 蒸 气 处 理 印迹 有 和 蛋白质 的 PVDF 膜 8 小 时 ， 以 使 
GAN 端 焦 谷 氨 酸 的 蛋白 质 去 封闭 。 和 蛋白 质 的 N 端 焦 谷 所 酸 被 转变 成 谷 氨 酸 - Y- 酰 肝 ， 
随后 这 种 物质 能 进行 Edaman 降解 。 然 而 这 通常 能 引起 天 冬 酰胺 和 谷 氢 酰胺 的 部 分 修饰 
MEA ENN RHR, WU RRR AS AR. FE-SCT, 8 小 时 的 更 温和 的 脐 
解 作 用 对 去 除 N 甲 酰 化 残 基 的 封闭 是 有 益 的 。 


12.2.4 N- 乙 酰 化 蛋白 质 的 去 封闭 
溶解 于 一 种 缓冲 溶液 中 的 蛋白 质 的 N 端 乙 酰 氨基 酸 可 用 AARE (乙酰 氨基 酸 释放 酶 ) 


去 除 (Tsunasawa et al.1990)。 图 12.2 表示 用 AARE 对 N -乙酰 蛋白 质 去 封闭 的 实验 过 程 。 
Ac-A-B-C 蛋白 质 


蛋白 酶 消化 | 
A—*+BHA 
AczAcBaC NH2 基 基 团 的 多 肽 
N- 末 端 封闭 肽 
COOH COOH 
FP RAB | 
Ac-A-B-C © - NH-C -NH 
hee 
COOH COOH 
氧化 | Tee FAK 
Ac-A-B-C © - NH-C -NH 
COOH COOH 
| ASE BK 
AARE- 消 化 
Ac-A-COOH NH2-B-C ©-NH-C-NH 
il 
eee ee 
COOH COOH 
气相 测序 


图 12.2 ”用 乙酰 氨基 酸 释放 酶 (AARE) 对 乙酰 化 蛋白 质 去 封闭 (Tsunasawa et al.1990)。 
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这 个 技术 能 用 于 电 印 迹 到 PVDF 膜 上 的 乙酰 化 蛋白 质 的 去 封闭 (Hirano et al.1991)。 

就 焦 谷 氨 酸 肽 酶 而 言 ， 具 有 相对 较 高 分 子 量 的 蛋白 质 ， 诸 如 鸡 卵 核 黄 素 的 结合 蛋白 
(34 000) 和 Geotrichum candidum 脂 酶 (59 000), ， 可 通过 酶 的 直接 处 理 在 PVDF 膜 上 去 封 
闭 。 相 反 地 ，AARE 不 能 直接 消化 具有 高 分 子 量 的 蛋白 质 。 正 如 Tsunasawa 等 (1990) 所 
描述 的 那样 ，AARE 特异 地 裂解 少 于 40 个 残 基 的 RCO-X-Y 型 肽 的 XY 键 (R: 烷 基 
X/Y:L- 氨 基 酸 )， 因 此 在 用 AARE 消化 之 前 ， 在 膜 上 的 蛋白 质 应 该 用 蛋白 酶 ， 比 如 胰 蛋 
白 酶 去 消化 ， 随 后 产生 的 短 肽 从 膜 上 释放 下 来 。 用 这 种 蛋白 酶 消化 时 ， 消 化 缓冲 液 中 应 
BA 10% A ZA FAA a) K-45 PVDF 膜 之 间 的 朴 水 相互 作用 (Aebersold et al.1987)。 通 
过 加 入 这 种 有 机 溶剂 ， 多 肽 能 更 有 效 地 从 膜 上 洗 脱 下 来 。 通 过 AARE 消化 选择 性 地 去 除 
抽 提 出 的 N 端 肽 的 乙酰 化 氨基 酸 。 
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1) 通过 SDS-PAGE 或 2D-PAGE 分 离 N 末端 被 封闭 的 蛋白 质 (< 100pmol)， 电 印迹 到 
PVDF 膜 上 。 

2) WE PVDF 膜 上 带 有 蛋白质 区 带 或 斑点 的 部 分 。 

3) FOB ZHAI A, FA 100mmol/L 的 醋酸 的 200u1, 0.5% (w/v) PVP-40 于 
37%C 预 处 理 膜 片 30 分 钟 。 

4) 用 去 离子 水 彻底 冲洗 之 后 , 用 5 ~ 10vg REAM ( 甲 硫 氢 酰 胰 蛋 白 酶 ; Promega) 
( 酶 / 底 物 : 1:1~1:10)。 在 含有 10% (v/v) ZARA 100] 0. 1mol/L RRA RA th 
液 (pH8.0) 中 37% 消 化 膜 上 的 蛋白 质 24 小 时 ， 同 时 摇动 。 

5) 将 含有 胰 蛋 白 酶 分 解 肽 段 的 消化 缓冲 液 倒 人 微量 离心 管 中 。 

6) 用 100Ml 去 离子 水 和 具有 消化 缓冲 液 的 洗涤 液 涡 旋 洗涤 膜 片 。 

7) 真空 蒸发 消化 混合 物 至 干燥 ， 并 加 入 100u1, 50% (v/v) 吡啶 和 10Ml PITC (测序 纯 ) 
去 结合 所 获得 肽 的 自由 氨基 。 

8) 用 氮气 冲洗 ， 涡 旋 反应 溶液 然后 在 3000g 下 离心 1 分 钟 。 

9) 弃 去 最 终 得 到 的 含有 反应 副 产 物 和 过 量 试剂 的 上 清 液 ， 重 复 这 种 清洗 过 程 三 次 ， 并 
BSAA in STH. 

10) 通过 混合 9ml 甲酸 和 lml 30% 过 氧化 氢 溶 液 制 备 过 甲酸 溶液 ,并 把 这 种 混合 物 在 室温 下 
放置 1 小 时 。 加 100ml 过 甲酸 到 已 干燥 的 样品 中 ,混合 之 后 ,把 试管 放 在 冰 上 (1 小 时 ) ,使 肽 
的 N 端 PTC( 硫 代 氨 基 栈 葵 ) 基 团 通过 氧化 转变 成 氨 甲 酰 茶 (phenylcarbamyl) 基 团 。 

ll) 真空 蒸发 样品 溶液 至 干燥 ， 重 新 悬浮 于 去 离子 水 中 ， 然 后 再 真空 干燥 。 

12) 重新 悬浮 样品 于 含 ImmolL DIT H 100pl, 0.2mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.2) 中 。 

13) 溶解 SOmU AARE (Takara Shuzo) 于 50ul 同样 的 缓冲 液 中 ， 并 加 到 混合 物 中 去 。 在 
37% 保 温 12 小 时 以 除去 N -乙酰 氨基 酸 。- 

14) 把 样品 溶液 加 入 到 涂 有 polybrene 的 玻璃 纤维 滤 膜 上 并 把 膜 置 于 气相 测序 仪 反 应 室 上 
层 玻璃 块 上 。 
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。 如 果 通 过 和 蛋白酶 消化 后 所 获得 的 N 端 肽 多 于 10 个 残 基 ， 它 从 PVDF 膜 上 的 抽 提 就 较 
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困难 。 在 这 种 情况 下 ， 应 该 在 同样 的 膜 上 用 另 一 种 蛋白 酶 来 进行 第 二 次 消化 。 

。Krishna 等 (1991) 报 道 了 一 种 可 供 选 择 的 方法 : 经 过 裂解 之 后 ，N 端 具 有 自由 氨基 的 肽 
被 琥珀 酰 化 ， 然 后 N 端 被 封闭 的 肽 用 AARE 去 封闭 。 

。 如 果 丁 基 氯 化 物 (S3) 在 气相 测序 仪 中 Edman 降解 作用 发 生 之 前 30 秒 被 输送 ， 以 恢复 
由 AARE 释放 的 N 端 被 封闭 的 氨基 酸 ， 则 封闭 基 团 和 N 端 氨基 酸 可 通过 质谱 法 确定 。 

。 在 细胞 色素 C (一 种 N- 乙 酰 蛋 白质 ) 的 测序 过 程 中 ， 经 过 电泳 、 电 印迹 ` 去 封闭 以 
及 测序 等 连续 步 又， 总 体 初始 产 率 在 23% ~ 25% 之 间 。 这 里 所 描述 的 去 封闭 和 测序 
的 效率 主要 依赖 于 胰 和 蛋白酶 的 消化 和 随后 肽 从 PVDF 膜 上 的 洗 脱 。 在 胰 蛋 白 酶 的 消化 
过 程 中 揪 动 含有 PVDF 膜 的 消化 溶液 能 促进 胰 和 蛋白酶 解 肽 段 的 洗 脱 。 

。 如 用 N - 脂 酰基 转移 酶 (Wake Pure Chemicals) 取代 AARE， 用 上 述 方法 可 去 除 被 封闭 
的 蛋白 质 的 N 端 十 四 酰基 。 
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印迹 到 PVDF 膜 上 的 蛋白 质 去 封 团 的 几 个 优点 : 
。 通 过 PAGE 纯化 的 蛋白 质 能 有 效 地 被 去 封闭 和 测序 。 
。 化 学 的 或 酶 的 去 封闭 在 没有 脱盐 的 情况 下 能 够 顺利 进行 ， 因 为 电 印迹 到 PVDF 膜 上 后 
蛋白 质变 成 几乎 完全 无 盐 。 
。 和 蛋白 质 能 在 皮 摩 尔 水 平 去 封闭 。 
。 可 进行 如 下 所 述 的 顺序 去 封闭 。 


顺序 去 封闭 


上 述 的 去 封闭 技术 可 以 结合 起 来 使 用 ， 顺 序 去 封闭 ， 以 测定 固定 化 到 PVDF 膜 上 的 


未 知 蛋白 质 的 序列 〈 图 12.3)。 
电泳 


| 
电 印 迹 


封闭 


测序 


A 测序 


第 二 次 去 封闭 甲 基 封闭 
封闭 测序 


第 三 次 去 封闭 REAR 


封闭 测序 


第 四 次 去 封闭 
封闭 测序 
图 12.3 ”印迹 到 PVDF 膜 上 的 N 末 端 封闭 蛋白 质 的 顺序 去 封闭 技术 。 


"2. 全 


1) 蛋白 质 样品 通过 电 印 迹 从 PAGE 凝 胶 转 移 到 PVDF ARLE. 

2) 载 有 有 蛋白质 的 膜 直接 进行 气相 测序 。 

3) 如 果 测 序 (2 ~ 3 循环 ) 在 第 二 步 失败 ,把 膜 从 测序 仪 上 取 下 来 ,用 TFA 蒸气 在 60% 处理 
30 分 钟 以 除去 乙酰 丝氨酸 或 乙酰 苏 氨 酸 的 乙酰 基 。 如 果 和 蛋白 质 是 被 乙酰 丝氨酸 或 乙酰 
苏 氨 酸 N 端 封闭 的 ,可 通过 这 个 步骤 去 除 乙 酰基 ,从 而 使 自 N 末端 测序 成 为 可 能 。 

4) 如 果 测 序 在 第 3 步 失败 ， 则 把 膜 在 0.6molL 盐酸 25% 保温 24 小 时 以 除去 甲 基 ， 然 后 
重新 用 于 序列 分 析 。 

5) 如 果 测 序 在 第 4 步 失败 ， 则 在 膜 上 用 焦 谷 氨 酸 肽 酶 消化 样品 ， 以 去 除 N 端 焦 谷 氢 酸 ， 
然后 重新 测序 。 

6) 最 后 ， 如 果 测 序 在 第 5 HAM, Witt AARE 去 封闭 以 去 除 在 第 3 步 中 未 能 除去 的 乙 
酰 氨基 酸 ， 然 后 再 次 尝试 测序 。 如 果 测 序 还 是 失败 ， 则 必须 使 用 其 他 方法 了 。 
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在 去 封闭 后 进行 
质谱 分 析 或 气相 测序 


12.4 N 端 封闭 蛋白 质 中 N 末端 肽 的 分 离 (Mitsunaga et al. 1993)(1) FA RRA REE A AK BIA 
化 N 端 封闭 蛋 白质 。(2) 用 羧 肽 酶 B 切除 肽 的 C 端 赖 氨 酸 。(3) 将 肽 结合 到 对 葵 二 异 硫 握 酸 
(DITC) 玻 璃 ,以 去 掉 除 N 端 封 闭 蛋 白质 以 外 的 其 他 肽 和 赖 氢 酸 残 基 。(4) 用 DITC 玻璃 处 理 后 
的 非 吸 收 组 分 与 N -羟基 琥珀 酰 亚 胺 生物 素 作 用 ,以 生物 素 化 (biotinylate) 残 留 肽 和 赖 氨 酸 的 a 
和 氨基 基 团 。 将 生物 素 化 的 肽 和 赖 氨 酸 残 基 固定 到 一 根 抗 生 物 素 蛋白 - 琼脂 糖 柱 上 。N 端 
封闭 肽 以 一 非 吸收 组 分 获得 。 


”人 09 : 


注意 : 若 某 种 蛋白 质 在 Edman 降解 中 没有 获得 N 端 序列 ， 则 蛋白 质 的 N 端 很 可 能 是 封闭 的 。 但 是 在 这 个 试验 
阶段 不 可 能 知道 含有 哪 种 封闭 基 团 。 在 这 种 情况 下 ， 使 用 转移 到 PVDF 膜 上 的 蛋白 质 顺 序 去 封闭 技术 可 有 效 地 
确认 封闭 基 团 并 对 蛋白 质 去 封闭 。 

否则 ， 被 封闭 的 N 端 肽 被 有 选择 的 去 除 (Mitsunaga et al.1993; Akiyama et al.1994) ， 并 且 肽 的 精确 质量 能 通过 质 
谱 分 析 法 ， 如 电 喷 雾 离子 化 法 或 基质 辅助 激光 解吸 飞行 时 间 法 ， 来 测定 以 确定 封闭 基 团 。 

如 果 N 端 被 封闭 蛋白 质 只 能 得 到 皮 摩 尔 量 级 ， 则 最 近 由 Mitsunaga 等 〈1993) 发 展 起 来 的 生物 素 - 抗 生物 素 方法 可 
用 来 有 选择 地 去 除 被 封闭 的 N 端 肽 (图 12.4)。 


( 朱 学 勇 HB KR) 
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: 第 四 部 分 
折 质 的 电泳 和 印 这 


13.1. 5... 


在 所 有 生物 体 的 细胞 器 、 细 胞 和 组 织 中 , 复杂 的 功能 和 代谢 反应 由 每 个 部 件 的 内 部 
和 表面 的 蛋白 质 所 维持 。 生 物 部 件 中 蛋白 质 的 数量 与 其 功能 的 复杂 性 密切 相关 。 核 糖 
体 ， 这 种 相对 高 特异 性 的 细胞 器 ， 在 大 肠 杆 菌 中 有 54 种 不 同 的 蛋白 质 ， 然 而 在 典型 的 
人 类 细胞 中 ， 可 表达 的 基因 大 约 有 5000 个 。 人 类 基因 组 有 50 000 ~ 100 000 个 基因 。 要 
定位 和 鉴定 这 些 复 杂 系 统 中 的 成 分 必须 要 有 高 分 辩 率 的 方法 。 当 能 够 分 辨 约 $0 种 不 同 
蛋白 质 的 方法 出 现 后 ， 一 种 细胞 内 生物 部 件 一 一 核糖 体 的 所 有 成 分 的 描述 得 以 实现 。 这 
. 些 方法 有 : 双向 电泳 (2-DE) (Kaltschmidt and Wittmann, 1970) 和 高 效 液 相 层 析 (HPLC) 
(Kamp and Wittmann-Liebold，1984)。 人 今天， 在 人 类 基因 组 计划 中 ， 改 进 的 双向 电泳 
(2-DE) 在 基因 的 功能 部 分 即 蛋白 质 的 研究 方面 发 挥 着 重要 的 作用 。 和 蛋白 质 组 成 的 进一步 
变化 可 以 用 在 不 同 生 物 情况 下 〈 如 在 疾病 期 或 分 化 过 程 中 ) 的 减法 分 析 来 阐明。 


TR 


自从 第 一 次 应 用 2-DE 2 & AY 7 3K HK PAA LAK (Smithies and Poulik 1956), iX 
PRA HT HBCAM 15 个 蛋白 质点 发 展 到 10 000 个 蛋白 质点 (KRlose and Kobalz 
1995) 。 发 展 过 程 中 的 一 个 里 程 碑 是 Raymond (1964) 将 聚 丙烯 酰胺 引入 2-DE 分 离 。 另 
一 个 里 程 碑 就 是 1973 年 ，Stegemann 等 将 等 电 聚 焦 (IEF) 和 十 二 烷 基 栅 酸 钠 聚 丙 精 酰胺 
凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) #4244. O'Farrell (1975), Klose (1975) 和 Scheele (1975) 首先 
结合 这 些 技术 在 分 辩 率 方面 取得 了 巨大 的 进步 。IEF 和 SDS-PAGE 是 高 分 辨 率 的 电泳 方 
法 ， 在 一 块 胶 上 可 以 分 离 多 达 100 种 成 分 。 已 能 结合 这 些 技 术 初 步 尝试 分 辨 1 000 种 蛋 
白质 。 试 图 在 天 然 蛋白 质 的 2-DE 中 获得 类 似 于 变性 条 件 下 2-DE 的 分 辩 率 会 导致 低 重 复 
性 、 污 渍 以 及 不 能 清晰 分 辨 的 蛋白 质点 。 细 胞 和 组 织 要 获得 高 分 辩 率 的 前 提 是 加 入 还 原 
试剂 如 70mmolL 二 硫 苏 糖 醇 来 还 原 所 有 的 二 硫 键 ， 或 者 加 入 mol/L 尿素 和 3% SDS 使 
蛋白 质 复合 物 完全 变 为 多 肽 链 。 

改善 分 辩 率 的 主要 因素 有 : 增加 的 灵敏 度 、 应 用 复杂 的 两 性 电解 质 、 减 小 凝 胶 厚 度 
(1.5~0.5mm) 以 及 增 大 凝 胶 面 积 (30cm x 40cm)。 与 色谱 法 相似 ， 这 些 凝 胶 被 称 为 高 
效 双 向 电泳 (HP-2-DE) 凝 胶 。 


* dx * 


重复 性 


鉴于 2-DE 可 以 获得 其 他 蛋白 质 分 析 方 法 所 不 能 得 到 的 分 辨 率 ， 重 复 性 就 成 为 2-DE 

gh 其 原因 有 : ORAKENHRELKA LE HPLC，@ 分 离 问 题 的 复杂 性 高 于 
，@) 凝 胶 基 质 是 在 各 个 方向 有 柔性 的 ， 由 如 果 在 EF 凝 胶 系 统 中 有 杂质 会 产生 阴 

ann @ 北 胶 的 处 理 需要 经 验 。 

蛋白 质点 银 染 强度 的 重复 性 的 变化 系数 在 15% 的 范围 内 ， 单 点 的 最 大 值 为 335% 。 
这 些 数 据 是 采用 大 块 凝 胶 2-DE 技术 在 第 一 向 使 用 载体 两 性 电解 质 ， 比 较 一 个 蛋白 质 样 
品 八 块 凝 胶 获 得 的 。 这 些 凝 胶 是 由 一 个 有 1 个 月 2-DE 经 验 的 学 生 制 备 的 。 为 了 提高 
2-DE 凝 胶 的 重复 性 ， 引 入 了 固定 的 载体 两 性 电解 质 (Immobiline) (Girg et al. 1988)， 可 
是 由 Immobiline-2-DE 凝 胶 (Pharmacia，Freiburg， 德 国 ) 无 法 获得 同等 的 重复 性 数据 。 

通过 简化 程序 可 以 提高 重复 性 ， 例 如 省 去 浓缩 胶 、 在 第 二 向 电泳 中 使 用 连续 的 分 离 
胶 、 以 及 在 IEF Ail SDS-PAGE (WITA，Teltow， 德 国 ) 中 使 用 预先 准备 好 的 凝 胶 溶液 ， 或 
者 对 Immobiline %EBE (Gorg et al. 1988) 使 用 预先 制备 好 的 凝 胶 。 整 个 2-DE 过 程 的 自动 
化 已 经 作 了 初步 尝试 (Nokihara et al. 1992; Harrington et al. 1993)。 

在 最 适 的 条 件 下 ， 蛋 白质 点 位 置 的 重复 性 并 不 是 一 个 严重 的 问题 。 对 八 块 凝 胶 来 
说 ， 两 个 蛋白 质点 之 间距 离 的 变化 系数 在 2% 范围 ， 最 大 值 为 3.4%。 不 同 凝 胶 中 的 蛋 
白质 斑点 的 肉眼 或 计算 机 辅助 的 指认 在 大 多 数 情 况 下 都 是 明确 的 。 即 使 实验 室 之 间 的 比 
较 也 是 成 功 的 ， 正 如 我 们 通过 比较 在 柏林 、 莫 尼 黑 和 伦敦 得 到 的 人 类 心脏 2-DE 图 谱 中 
已 鉴定 斑点 所 证 明 的 那样 (Baker et al. 1992). 


灵敏 度 


在 凝 胶 上 的 蛋白 质 可 通过 铜 负 染 、 考 马 斯 亮 蓝 R 染色 、 考 马 斯 亮 蓝 G 染色 、 银 染 、 
或 通过 具有 高 的 灵敏 度 的 放射 化 学 方法 检测 。 考 马 斯 亮 蓝 R 的 检测 限 在 0.1wg 范围 。 银 
染 的 检测 限 在 1 ~ 10ng 范围 。 放 射 性 标记 的 检测 灵敏 度 依赖 于 蛋白 质 可 获得 的 特异 性 放 
射 活 性 。 在 荧光 标记 的 凝 胶 上 ， 出 现 频率 为 每 个 细胞 7 个 分 子 的 胞 内 蛋白 质 都 可 观察 到 
(Jungblut et al. 1987)。 

蛋 白 质 可 在 印迹 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 上 或 经 修饰 的 玻璃 纤维 膜 上 之 后 ， 通 过 Poinceau 
S、 氮 基 黑 、 考 马 斯 亮 蓝 R 或 sulforhodamine 染色 ， 或 使 用 更 高 敏感 性 的 免疫 染色 来 观 
察 。 


减法 分 析 


与 经 典 的 生物 化 学 方法 〈 如 同 大 海 捞 针 ) 不 同 ， 采 用 如 图 13.1 所 示 的 综合 的 方法 ， 
减法 分 析 (Aebersold et al. 1990) 可 以 阑 明生 物 学 变化 相关 的 和 蛋白质， 如 与 疾病 相关 的 
蛋白 质 。 通 过 测序 、 氮 基 酸 分 析 、 或 使 用 质谱 法 可 以 分 析 蛋 白质 ， 通 过 蛋白 质数 据 库 搜 
索 可 以 鉴定 蛋白 质 (Vansekerckhove et al. 1985; Aebersold 1986; Pappin et al. 1993; 
Zeindl et al. 1994; Knecht et al. 1994)。 一 种 肿瘤 相关 和 蛋白质 被 确证 为 醛 糖 还 原 酶 
(Zeindl-Eberhart et al. 1994) ，315 个 氨基 酸 中 ，112 个 已 经 被 测序 。 依 据 这些 数 据 ， 不 仅 
蛋白 质 的 名 称 可 以 确定 ， 而 且 蛋 白质 的 右 旋 异 构 体 即 胚胎 期 的 醛 糖 还 原 酶 也 可 被 认定 为 

26.， 


变异 蛋白 质 。 在 扩张 性 心肌 病 中 ， 通 过 比较 心肌 层 2-DE 的 斑点 强度 变化 ， 有 4 种 蛋白 
质 被 认为 是 与 疾病 相关 的 :; 肌 酸 激酶 、 苹 果 酸 脱氧 酶 、a- 晶 状 体 蛋 白质 B 和 热 休克 有 蛋 
白质 27 (Knecht et al. 1994; Otto et al. 1994), 
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1 1 
2-DE 减法 分 析 [2 | 
自动 检测 比较 
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印迹 强度 差异 印迹 
1 1 
蛋白 质点 蛋白 质点 
内 部 测序 氨基 酸 组 成 | 。 抗原 性 质 
特异 性 抗体 
Edman 《一 一 HPLC it 


FASTA nan 


序列 Kg ty ge 
(发 布 LAs a HAM, 19954F12A 


A 5 
| 和 让 人 
ERRRRO 功能 分 析 肽 分 析 
由 出 1 


13.1 综合 蛋白 质 分 析 法 。PIR ,蛋白 质 信 息 源 ;FASTA 序列 数据 库 序列 搜索 程序 ;FRAG- 
FTT ,序列 数据 库 中 质谱 质量 数据 搜索 程序 ;ASA, 序 列 数据 库 氨 基 酸 组 成 数据 搜索 程序 。 


2-DE 凝 胶 的 检测 


可 以 用 目测 或 通过 计算 计 辅 助 自动 化 检测 2-DE 凝 胶 。 目 测 是 非常 精确 的 ， 蛋 白质 
BE GR BEA 10% 的 变化 就 可 以 可 靠 地 检测 出 来 (Jungblut et al. 1986)。 另 外 ， 在 不 同 凝 
胶 上 寻找 对 应 斑点 时 ， 目 测 比 自动 匹配 要 容易 得 多 。 目 测 也 不 要 昂贵 的 软件 和 硬件 ， 但 
是 ， 随 着 需要 检测 的 蛋白 质 斑点 的 增多 、 凝 胶 的 增 大 ， 目 测 工作 也 越 来 越 繁重 。 要 在 
20 块 30cm x 40cm 的 凝 胶 中 比较 一 个 蛋白 质 斑点 的 强度 几乎 是 不 可 能 的 。 但 是 通过 自动 
化 检测 ， 可 以 在 监视 器 上 把 感 兴趣 的 斑点 放 在 20 个 窗口 中 比较 ， 同 时 也 可 控制 计算 强 
度 差 值 。 对 自动 化 检测 来 说 ， 最 好 的 凝 胶 质量 、 最 佳 的 斑点 检测 参数 以 及 交互 式 人 机 对 
话 是 必要 的 。 过 程 可 分 为 5 个 步骤 : 四 扫描 数据 的 数字 化 ; @ 背 景 和 污点 的 校正 ; OR 
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点 的 检测 ; 外 定 量 表示 ; 名 不 同 凝 胶 的 匹配 比较 。 可 以 购 得 不 同 的 自动 化 检测 系统 。 需 
要 指出 的 是 ， 如 果 没 有 引入 硒 象 ， 从 目测 变 为 自动 检测 不 能 提高 灵敏 度 〈Prehm et al. 
1987). 

评价 一 个 自动 化 检测 系统 的 效率 的 标准 有 : 局 部 的 分 辨 能 力 、 光 密度 的 动态 范围 、 
每 个 软件 程序 的 工作 时 间 、 斑 点 测试 和 匹配 过 程 的 质量 、 交 互 式 人 机 对 话 的 可 能 性 、 价 
格 。 


2-DE 的 数据 库 


来 自 2-DE 凝 胶 上 和 蛋白 质 减法 分 析 、 鉴 定 和 特性 的 大 量 数 据 储存 在 2-DE 数据 库 中 ， 
在 Electrophoresis 杂志 上 每 年 发 表 一 次 ， 其 中 部 分 数据 可 在 互联 网 上 通过 WWW 技术 获 
得 。 例 如 人 类 心脏 蛋白 质 2-DE 数据 库 中 有 3239 个 蛋白 质 ， 到 目前 为 止 ， 已 经 有 66 个 
被 注解 (Jungblut et al. 1994)。 在 这 个 数据 库 中 ， 注 释 所 使 用 的 标准 有 : 扩张 性 心肌 病 
相关 和 蛋白质、N 末端 序列 、 内 部 序列 、 氨 基 酸 组 成 、 蛋 白质 名 称 、 分 子 量 、 等 电 点 、 以 
及 与 鉴定 有 关 的 参照 。 尽 管 Baker 等 (1992) 的 心肌 层 蛋 白质 的 数据 使 用 的 是 另 一 种 方 
法 、 另 一 个 2-DE 凝 胶 系 统 和 另 一 种 大 小 的 凝 胶 ， 但 是 仍 有 40 种 蛋白 质 可 从 这 个 数据 库 
直接 转 到 我 们 的 数据 库 。 


BERK 


TEM EMEA, BERK) EH 2-DE 凝 胶 的 分 辨 能 力 的 一 个 很 重要 的 因素 。 使 
用 小 凝 胶 (6.5emx 7.5em) 可 以 分 辨 1000 SBA, (EFA BER (30cm x 40cm) 可 以 
4} 10 000 个 蛋白 质 。 在 这 里 我 们 描述 一 种 小 凝 胶 技 术 (Jungblut and Seifert 1990), & 
很 容易 建立 ， 并 且 足 够 分 辨 1000 个 蛋白 质 。 在 细胞 器 水 平 上 进行 减法 分 析 ， 可 以 得 到 
蛋白 质 组 成 变化 的 很 多 信息 。 很 明显 ， 与 通过 单 向 电泳 进行 血清 检测 相 比 ， 使 用 简单 的 
2-DE 技术 可 以 从 微生物 的 印迹 上 得 到 更 多 的 信息 ， 而 且 还 可 用 于 纯化 后 蛋白 质 的 纯度 
检测 。 使 用 预制 的 凝 胶 溶液 可 以 减少 在 凝 胶 上 分 辩 率 不 高 时 的 耗费 时 间 的 错误 检查 。 这 
套 方法 同样 可 应 用 于 大 凝 胶 ， 但 是 花费 随 凝 胶 的 大 小 成 对 数 增长 。 


13.2 ”流程 图 


= 天 
样品 制备 
准备 IEF 的 凝 胶 条 

— RK: 
加 样 
IEF 电泳 
SDS-PAGE 凝 胶 的 制备 
TEF 凝 胶 的 平衡 
加 样 
SDS-PAGE 电泳 

+ 128 : 


固定 (tt) 
一 第 三 天 : 
染色 
样品 也 可 以 在 - 70% 或 液 所 中 制备 和 保存 。 以 上 的 程序 适合 于 银 染 ， 对 考 马 斯 亮 蓝 
R-250 染色 固定 时 间 可 减少 到 1 小 时 ， 染 色 过 夜 后 ， 第 三 天 脱色 。 如 果 SDS-PAGE BER 
是 用 来 做 印迹 ， 则 程序 可 在 IEF 凝 胶 平衡 之 后 中 断 。 平 衡 后 的 IEF 凝 胶 可 在 - 70% 保存 
几 个 月 。 第 三 天 做 SDS-PAGE 、 印 迹 和 染色 ，SDS-PAGE 后 和 印迹 前 不 宜 中 断 。 


13.3 2-DE 的 凝 胶 制 备 


13.3.1 HR et 
裂解 缓冲 液 
9mol/L 尿素 108mg RR 
70mmolL 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 加 10u = 1.4mol/L &) DIT 
2% BY PA HE HE AP J (Servalyte2-4) J 10ul 40 多 的 两 性 电解 质 (Servalyte2 - 4) 
加 100x.1 去 离子 水 
配制 200 由 裂解 缓冲 液 
步 ” 又 


裂解 缓冲 液 以 一 定 的 体积 /质量 比 加 到 探 针 中 。 对 单一 蛋白 质 ， 其 浓度 应 为 0.5 ~ 
1.0mg/ml; 对 蛋白 质 混合 液 ， 其 浓度 应 为 10 ~ 30mg/ml。 

样品 于 室温 下 在 裂解 缓冲 液 中 保存 30 分 钟 ， 并 不 时 用 加 裂解 缓冲 液 的 移 液 管 头 轻 
轻 搅动 ， 溶 解 之 后 ， 样 品 冰 冻 保 存 于 -70%。 


13.3.2 液 相 探 针 


首先 确定 探 针 的 体积 CY) 的 微 升 数 ， 这 个 体积 的 数字 用 Y 因子 来 表示 。 通 过 此 因 
子 ， 需 加 入 的 尿素 、DTT、 两 性 电解 质 可 以 计算 如 下 : 
Yx1.08 = 尿素 的 毫克 数 
Yx0.1 =1.4mol/L DIT 的 微 升 数 
Yx0.1 =40% 两 性 电解 质 (Servalyte2 -4) 的 微 升 数 
例如 : 对 100u) 探 针 ， 需 加 入 108mg 尿素 、10Mwl 1.4mol/L DIT, 10ul 40% PH tt HB fe 
J (Servalyte 2-4)。 
通过 这 种 调整 ， 最 初 的 探 针 溶液 体积 变 为 原来 的 2 倍 ， 蛋 白质 浓度 变 为 原来 的 一 
半 。 
= (Zz * 


13.3.3 ABAAX 
AP 缓冲 液 


AP 缓冲 液 (从 德 文 Aufarbeitungspuffer 衍生 而 来 ) 含有 下 列 组 分 : 9molL 尿素 、2 % 
两 性 电解 质 、pH2 ~ 4 (Servalyte) 、70mmol/L DIT, 25mmol/L Tris/HCl (pH7.1), SOmmol/L 
KCl, 3mmol/L EDTA, 2.9mmol/L # A PK, 2.lymol/L 亮 肽 素 。 为 了 保护 蛋白 质 不 被 蛋白 
酶 降解 ， 在 样品 中 加 入 0.02 倍 体积 的 SumolL 的 胃 酶 抑 素 、S0mmolL PMSF 的 乙醇 溶液 
(在 事先 加 入 AP 缓冲 液 后 ) 。AP 缓冲 液 和 胃 酶 抑 素 /PMSF 溶液 可 通过 WITA (Teltow， 德 
国 ) 得 到 。 


组 织 切 片 < 20mg 


小 于 20mg 的 组 织 切片 冰冻 保存 于 Eppendorf 管 ， 这 些 管 子 置 于 液 所 中 冷却 ， 同 时 用 
适合 于 Eppendorf 管 的 尖 的 玻璃 研 棒 CWITA, Teltow, BH) 匀 浆 。 在 融化 时 ， 以 一 定 的 
体积 /质量 比 加 入 AP 缓冲 液 或 裂解 缓冲 液 。 建 议 采 用 缓冲 液体 积 /组 织 质量 比 大 于 6 :1 
以 保证 样品 中 Omol/L 尿素 的 浓度 。 


组 织 切 片 20mg 


大 于 20mg 的 组 织 样品 被 放 于 玛瑙 或 石英 研 钵 〈WITA，Teltow， 德 国 ) ， 研 钵 置 于 液 
氮 骤 冷 ， 用 一 个 预 冷 的 研 棒 〈WITA，Teltow， 德 国 ) 将 样品 匀 浆 。 融 化 之 后 ， 以 一 定 体 
积 /质量 比 〈 大 于 6 : 1) 加 入 裂解 缓冲 液 或 AP 缓冲 液 。 建 议 用 AP 缓冲 液 代 蔡 裂 解 缓冲 
液 以 保持 离子 强度 ， 并 防止 样品 的 蛋白 水 解 。 


13.4 2-DE 的 溶液 
第 一 向 : IEF 


1) 制备 0.8%APS: 称 取 0.8g WHR (APS) ， 用 去 离子 水 定 容 至 100ml， 分 装 为 每 
60ul 等 份 ，- 70% 保 存 。 

2) IEF 分 离 胶 : 4% (wy) 丙烯 酰胺 、0.3% (w/v) 哌 嗪 双 丙 烯 酰胺 、2% WITAlyte 
(pH2 ~ 11)、9.0molL RA. 5% (w/v) 甘油 、0.06% (v/v) TEMED, 0.02% (w/v) 
APS。 临 使 用 之 前 ， 加 入 35pl 0.8% APS 与 1365.1 已 除 气 的 分 离 胶 溶液 (WITA, 
Teltow， 德 国 ) A. 

3) IEF- 帽 (IEF-cap) 凝 胶 : 10% (w/v) 丙烯 酰胺 、0.13% (w/v) OR BE ILA Me BE RR. 
2%WITA (pH2 ~ 11), 9.0mol/L RR. 5% (w/v) HH. 0.06% (v/v) TEMED, 
0.02% (w/v) APS。 临 用 前 ,将 10u1 0.8% APS 与 390 风 已 除 气 的 帽 凝 胶 溶液 相 混 
wi 

4) 制备 阳极 溶液 : 7.27% (wiv) 磷酸 、3.0molL 尿素 。 
注意 : 下 列 成 分 应 新 鲜 配 制 。 称 取 45g 尿素 放 于 一 个 小 烧杯 ， 用 量 简 加 入 237.5ml 去 离子 水 ， 将 水 倒 人 烧杯 磁 
力 搅拌 直至 溶解 。 烧 杯 上 封 上 Parafilm 膜 ， 临 用 前 加 入 12.5ml 85% (w/v) 磷酸 并 磁力 搅拌 。 

FS 外 < 


5) 阴极 溶液 : 5% ZAR, 9.0mol/L RR. 5% (v/v) 甘油 。 
注意 : 下 列 成 分 应 新 鲜 配制 。 称 取 135g 尿素 和 12.5g 甘油 ， 加 入 去 离子 水 至 237.5ml。 在 烧杯 中 磁力 搅拌 ， 加 
热 到 40%C ， 直 至 尿素 和 甘油 溶解 。 临 用 前 迅速 加 入 乙 二 胺 ， 磁 力 搅拌 。 

6) 制备 覆盖 溶液 : 5% (w/v) 甘油 、5molL 尿素 、2% (w/v) Servalyte 2- 4。 称 取 6g 尿 
素 和 1lg 甘油 ， 加 入 去 离子 水 至 12m。 从 此 储备 液 中 取出 3.8ml， 与 0.2ml 的 Serva- 
lyte2- 4 混合 ， 分 装 为 200Ml 等 份 。 

7) 制备 含 70mmolL DTT 的 Sephadex 凝 胶 溶 液 (WITA，Teltow， 德 国 )。 使 用 之 前 将 
100mg Sephadex 凝 胶 溶 液 与 108mg 尿素 和 10.0Ml Servalyte 2 -4 混合， 在 涡 旋 器 上 充 
分 振 划 10 ~ 15 分 钟 。 

8) 制备 平衡 溶液 : 125mmol/L Tris/ 磷 酸 盐 (pH6.8)、40% (m/v) HY. 65mmol/L DTT, 
3% (m/v) SDS. 

8a) 制备 缓冲 液 : 称 取 12.11g Tris 碱 ， 加 入 去 离子 水 至 35ml. Al lmol/L 磷酸 调 pH 为 
6.8， 并 加 入 去 离子 水 至 100ml。 

8b) 制备 溶液 : 将 160g 甘油 和 12gSDS 加 入 50ml 缓冲 液 中 ， 用 去 离子 水 定 容 到 400ml， 
20ml 等 份 分 装 并 保存 于 - 70% 。 临 用 前 将 每 一 等 份 加 入 0.2g DIT 溶解 。 


第 二 向 SDS-PAGE 


9) 制备 1.28%(m/v) APS: PKR 1.28g 过 硫酸 镑 ,用 去 离子 水 定 容 到 100ml,1.2ml 分 装 。 

10) 制备 琼脂 糖 : 1% (wy) 琼脂 糖 〈 低 溶 点 ， 制 备 级 ，BioRad，Munich， 德 国 )、 
125mmol/L Tris/ 磷 酸 盐 (pH6.8) 、0.1% (w/v) SDS。 量 取 1.2Sml 平衡 缓冲 液 (WL 
又 8)。 加 8.7ml 0.115% (m/v) SDS 溶液 和 0.1g 琼 脂 糖 。70S 溶解 。 如 果 马 上 使 
FA, RAFF 40% ; 如 果 过 一 段 时 间 使 用 ， 保 存 于 4%。 

11) 制备 SDS-PAGE BEBE: 15% (w/v) 丙烯 酰胺 ，0.2% (w/v) WAH BER, 375mmol/L 
Tris-HCl (pH8.8, 20°), 0.03% (v/v) TEMED, 0.1% (w/v) SDS, 0.08% (w/v) 
APS。 临 使 用 之 前 ， 在 18ml 的 SDS-PAGE 凝 胶 溶 液 (WITA, Teltow, HH) 中 加 入 
1.2ml 1.28% 的 APS. 

12) 第 二 向 的 电极 缓冲 液 : 2mmol/L Tris, 192mmol/L 甘氨酸 、0.1% (w/v) SDS. 

ER: 溶液 要 新 鲜 配 制 。 称 取 2.422g Tris 碱 ，11.52g 甘氨酸 和 0.8g SDS， 用 去 离子 水 定 容 到 800ml， 在 量 简 中 
溶解 并 磁力 搅拌 。 


13) 制备 固定 溶液 : 50% (v/v) 甲醇 或 乙醇 、10% (v/v) BER. KH 500ml 甲醇 或 乙醇 与 
100ml AAR. 400ml 去 离子 水 相 混合 。 


13.5 8—O (SERRE, IEF) 


13.5.1 凝 胶 条 的 准备 
材料 


下 列 用 于 一 次 电泳 〈8 TRA) 的 化 学 药品 和 材料 应 事先 准备 好 : 
一 2 个 凝 胶 灌 注 装置 (WITA，Teltow， 德 国 ) 
人) * 


— 1365p] 分 离 胶 溶液 (WITA，Teltow， 德 国 ) 

— 390ul 帽 (cap) REBAR (WITA，Teltow， 德 国 ) 

一 0.8% 过 硫酸 铵 (APS) 溶液 (分 离 胶 需 35yl, cap 胶 需 10ul) 
一 去 离子 水 

一 巴 斯 德 毛细 管 

一 Gilson 移 液 管 : 0~ 2pl, O~ 200u], BERANE 

一 8 根 封 闭 边 的 丙烯 线 (PP) (WITA，Teltow， 德 国 ) ， 直 径 为 1.4mm 
— HERE: 内 径 1.Smm， 长 9.3ecm (WITA，Teltow， 德 国 ) 

一 校准 环 : 从 底部 ，4mm 和 10mm， 从 顶部 ，13、17 和 23mm 
— FERER IAW RR 

一 定时 钟 

一 Parafilm 膜 ， 剪 成 小 块 

一 滤纸 条 (宽度 小 于 1.5mm) 

民生 


o> R 


1) 以 帽 凝 胶 端 (2 个 校准 环 : 4mm 和 10mm) BAR, 4 BRT A ERE 
置 的 每 个 托 架 中 ， 这 样 玻璃 管 恰 好 站 在 两 个 分 隔 室 之 一 的 “充填 船 (filling boat)” 
上 。 从 玻璃 管 项 端 到 玻璃 管 底 端 拉 人 PPA (小 心 ， 线 不 易 移 动 )， 和 否则 以 后 将 不 能 
用 它们 将 胶 溶液 拉 上 来 。 

2) 溶解 分 离 胶 溶 液 和 过 硫酸 按 溶液。 必须 监控 凝 胶 溶 液 的 温度 ， 因 为 高 温 下 《〈 大 于 
25C) 聚合 作用 太 快 。 

3) 分 离 胶 溶液 除 气 4 分钟， 在 桌子 边缘 轻 弹 玻璃 管 壁 ， 避 免 产 生气 泡 。 

4) MCW SERA, RA, SRA 3。 

5) 用 Gilson 移 液 管 加 351 APS 到 1365p 2 BBP, PBR, HERAT aE 
入 胶 内 。 

6) 将 分 离 胶 溶 液 加 到 两 个 凝 胶 灌 注 装置 的 每 一 个 充填 船 里 (每 4 个 管 700l)。 所 有 的 
玻璃 管 未 端 都 必须 浸没 于 凝 胶 溶液 中 。 

7) 小 心 将 PP 线 抽出 ， 将 凝 胶 溶 液 拉 上 至 23mm 的 标记 。 

8) 换 充 填 船 分 隔 室 。 

9) 使 用 一 个 Gilson 移 液 管 , 加 101 0.8% APS 到 390ul 帽 凝 胶 溶液 中 , 轻 轻 振 蔓 使 之 混 
40 

10) 在 两 个 凝 胶 灌 注 装 置 的 每 个 充填 船 中 的 空余 分 隔 室 内 加 入 2000p] WEBER; BER 
溶液 应 到 达 17mm 的 标记 。 

11) 移 去 充填 船 ， 人 允许 凝 胶 溶液 到 达 13mm 的 标记 。 经 过 这 一 步 ， 有 空气 进入 管子 底 端 
和 4mm 标记 处 。 

12) 聚合 30 分 钟 后 ， 将 PP 线 抽 出 ， 去 除 凝 胶 表 面 未 聚合 的 溶液 。 在 毛细 管 口 部 滴 加 一 
大 滴 去 离子 水 ， 这 样 在 凝 胶 的 上 边 形 成 一 个 潮湿 的 室 ， 在 凝 胶 和 水 滴 之 间 形 成 一 个 
气泡 。 用 此 方法 形成 一 个 潮湿 的 室 ， 随 后 用 Parafilm 膜 封 上 帽 凝 胶 一 侧 。 北 胶 在 室 
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温 过 夜 ， 可 以 使 之 进一步 聚合 。 制 备 好 的 管子 如 果 保 存 于 室温 ， 可 以 在 第 二 天 使 
用 ， 或 最 迟 在 制备 好 后 第 五 天 使 用 。 


13.5.2 m # 
+H 


化 学 药品 和 材料 应 事先 准备 好 。 如 果 在 早晨 加 样 ， 则 阳极 溶液 和 阴极 溶液 中 的 尿素 
应 在 前 一 天 溶解 ， 磷 酸 和 乙 二 胺 应 在 临 加 样 前 加 入 。 
一 制备 好 的 凝 胶管 
一 IF 槽 (WITA，Teltow， 德 国 ) 
一 阳极 溶液 
一 阴极 溶液 
一 制备 好 的 样品 
一 Sephadex 溶液 (WITA，Teltow， 德 国 ) 
一 尿素 
一 两 性 电解 质 混合 液 (WITA lytes 2- 11) 
一 覆盖 液 
一 ERFK 
一 巴 斯 德 移 液 管 
— 0~ 20ul Gilson 移 液 管 
— 0~ 200ul Gilson BR 
一 凝 胶 装填 移 液 管 头 
一 KF 
一 涡 旋 器 
一 滤纸 条 (宽度 小 于 1.5mm) 


o> R 


1) 将 乙 二 胺 加 入 阴极 溶液 ， 除 气 5 分 钟 ， 下 槽 装 阴极 溶液 。 

2) 融 解 Sephadex 溶液 ， 加 入 108mg 尿素 和 10M 两 性 电解 混合 液 到 100mg Sephadex 胶 中 ， 
在 涡 旋 器 上 充分 振 功 10 ~ 15 分 钟 。 

3) 从 凝 胶 灌注 装置 移 走 凝 胶管 ， 把 它们 插 和 人 聚焦 槽 的 阳极 部 分 ， 仍 应 看 到 13mm fic. 
帽 凝 胶 一 端 朝 上 。 

4) 将 阴极 溶液 加 入 管子 的 阴极 一 边 ， 不 要 有 气泡 (事先 已 除去 水 ) 。 

5) 将 聚焦 槽 的 阳极 部 分 安放 到 聚焦 槽 的 底部 ， 管 子 必 须 浸入 阴极 溶液 。 

6) 除去 水 ， 并 将 加 样 侧 干燥 。 使 用 一 个 伸 长 的 巴 斯 德 移 液 管 或 凝 胶 装 填 移 液 管 头 将 水 
吸 去 ， 然 后 用 滤纸 条 将 凝 胶 表面 干燥 。 

7) 融 解 准备 好 的 样品 和 覆盖 溶液 。 

8) 用 凝 胶 装 填 移 液 管 头 ， 迅 速 在 胶 上 覆盖 大 约 2mm 厚 的 Sephadex ( 见 步骤 2)。 

9) 用 一 个 凝 胶 装 填 移 液 管 头 ， 装 人 样品 (1 ~ 15ul), ， 加 到 Sephadex Hi. WAY, 
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端 必须 接触 Sephadex 表层 ， 样 品 应 小 心 加 入 ， 避 免 气泡 。 

10) 使 用 凝 胶 装 填 头 ， 轻 轻 在 样品 上 加 入 $ 岂 覆盖 液 并 分 层 ， 不 要 使 覆盖 液 和 样品 相 混 
合 。 然 后 在 毛细 管 中 加 入 阳极 溶液 〈 新 鲜 配 制 ， 临 用 前 加 入 磷酸 ， 见 2-DE WM), 
不 要 引入 气泡 。 

11) 所 剩 的 阳极 溶液 加 入 上 槽 ， 用 缓冲 液 覆盖 所 有 的 管子 。 


13.5.3 IEF 电泳 
材料 
一 电源 (电压 最 高 达 1000V) 
= 
一 定时 钟 (如 果 没 有 可 程序 设 定 的 电源 ) 
o> 又 
电压 应 分 段 升 高 以 按 下 表 获 得 Vh (电压 x 小 时 ) 乘积 为 1841: 
电压 时 间 
100V 75 分 钟 
200V 75 分 钟 
400V 75 分 钟 
600V 75 分 钟 
800V 10 分 钟 
1000V 5 分 钟 
13.5.4 凝 胶 平 衡 
材料 
一 平衡 溶液 
一 87% 甘 油 
一 去 离子 水 
一 人 小 Petn 盘子 ， 直 径 Sem 
一 有 Peleus 小 球 的 Sml 玻璃 移 液 管 
一 RAM (PP) &, H#1.5mm (WITA, Teltow, #H) 
o> 


1) 融 解 平 衡 溶液 (在 IEF 结束 前 1 小 时 )。 使 用 之 前 ,在 20ml 平衡 溶液 中 加 入 0.2g DIT. 

2) IEF 结束 后 ， 移 去 管子 中 的 阳极 和 阴极 溶液 。 

3) 用 87% 的 甘油 溶液 覆盖 帽 (cap) 凝 胶 一 侧 。 

4) 加 Sml 平衡 溶液 到 Petri 盘 。 

5) 用 PP 线 挤 出 凝 胶 : PP 线 从 帽 凝 胶 一 侧 插入 ， 管 子 加 样 一 侧 浸 人 去 离子 水 ， 小 心地 
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向 下 挤 出 凝 胶 。 与 此 同时 可 看 到 水 中 的 覆盖 液 的 溶解 。 凝 胶 被 拉 出 Smm 后 ， 用 水 迅 
速 清洗 挤 压 端 。 然 后 将 管子 保持 在 盛 有 平衡 溶液 的 Petri 盘子 上 ， 整 个 凝 胶 被 PP 线 拉 
到 盘子 里 。 每 个 盘子 里 可 平衡 两 块 胶 。 

6) 室温 振 蔓 平衡 凝 胶 10 分 钟 整 。 

7) IEF 之 后 ， 如 果 凝 胶 并 不 立刻 使 用 ， 应 倒 出 平衡 缓冲 溶液 ， 并 在 Petri 盘 中 - TOT HR 
存 。- 20 民 保存 导致 分 辩 率 降低 ; 液 氮 保 存 将 破坏 凝 胶 。 


13.6 ”第 二 回 〈SDS-PAGE) 


13.6.1 SDS-PAGE 胶 的 制备 
材料 


所 有 材料 、 溶 液 、 试 剂 必须 预先 制备 。 以 下 数值 用 于 制备 两 块 小 胶 。 琼 脂 必 须 
70% 溶解 并 保存 于 40% 直至 包 埋 IEF 凝 胶 。 使 用 4 个 SDS-PAGE 槽 ，8 块 IEF 凝 胶 可 平 
行 电泳 。 

一 70% (v/v) 乙醇 

一 去 高 子 水 

— Kimwipes 

— Mini-Protean II #1 2k## (BioRad, Munich, @Hl), HHRER,. AMAVNRT. RR 
板 〈 两 大 两 小 ) 、 四 块 隔 板 (1.5Smm) 、 一 对 夹 紧 装 置 、 底 部 有 塑料 垫圈 的 灌 装 支架 。 

一 尺子 

一 巴 斯 德 移 液 管 

一 FARA 

一 18ml SDS-PAGE 凝 胶 溶 液 (WITA，Teltow,， 德 国 ) 

一 1.2ml 1.28% APS 

一 时 钟 

一 温 控 水 浴 


o> R 


1) 加 热 琼脂 糖 溶液 至 70% 使 之 液化 。 

2) 冷却 琼脂 糖 溶 液 至 40Y ， 保 持 液态 。 

3) 喷洒 70% 乙醇 清洗 玻璃 板 和 隔 板 ， 并 用 Kimwipes 刷 干净 。 

4) 融 解 凝 胶 溶 液 和 APS. 

5) 将 玻璃 板 夹 人 夹 紧 装 置 ， 该 诡 紧 装置 放 在 灌 装 支架 的 前 面 狭 槽 中 ， 这 样 旋 钮 对 着 支 
架 ， 而 “ 尖 角 ”向 上 。 充 分 旋转 旋钮 以 使 厚 的 有 机 玻璃 正好 对 齐 后 部 边缘 。 这 时 大 
玻璃 板 可 以 放 在 有 机 玻璃 板 的 前 面 ， 隔 板 沿 着 左边 和 右边 的 边缘 。 插 人 小 板 ， 用 拇 
指 轻 压 玻璃 板 和 隔 板 以 确 使 玻璃 板 位 于 底部 。 用 钳子 夹 紧 做 好 的 “三 明治 ">， 后 部 
边缘 出 现 Newton 环 说 明 旋 钮 已 经 非常 紧 了 。 不 要 将 旋钮 旋 得 过 于 紧 ， 和 否则 玻璃 板 会 
被 夹 碎 。 将 三 明治 从 支架 抽出 ， 用 拇指 检查 玻璃 板 和 隔 板 是 否 与 底部 齐 平 。 
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6) 在 小 玻璃 板 底部 起 6.9cm 处 做 标记 ， 做 为 加 样 的 辅助 (BERK BED 6.6cm). 

7) 将 凝 胶 “ 三 明治 ”装置 夹 到 灌 装 支架 上 ， 旋 钮 向 内 ，“ 尖 角 ” 向 上 。 在 有 机 玻璃 板 
上 加 压 以 使 凝 胶 三 明治 插 人 小 突起 下 面 。 

8) 将 18ml 凝 胶 溶 液 和 1.2ml APS 相 混合 ， 不 要 有 气泡 。 溶 液 必 须 混 匀 ， 不 要 引进 氧 
Fin 

9) 含有 凝 胶 溶 液 的 容器 放 在 加 样 槽 的 后 面 玻璃 板 上 ， 这 样 凝 胶 溶 液 可 以 沿 着 加 样 槽 从 
玻璃 板 流下 而 没有 气泡 ， 分 离 胶 被 加 到 标记 处 。 

10) 迅速 用 去 离子 水 覆盖 凝 胶 溶液 ， 以 利于 聚合 并 使 表面 平坦 。 在 凝 胶 一 端 用 一 巴 斯 德 
移 液 管 防止 搅动 凝 胶 溶 液 ， 并 使 水 在 凝 胶 表 面 均匀 地 分 层 。60 分 钟 后 ， 雍 胶 可 以 用 
于 SDS-PAGE 电泳 。 


13.6.2 mm 
mt 
下 列 化 学 药品 和 材料 必须 预先 准备 好 : 
一 琼脂 糖 溶液 (40T) 
一 电极 缓冲 液 (800ml) 


一 第 一 向 电泳 的 凝 胶 CIEF BE RB ) 

一 Mini Protean II #7 (BIoRad，Munich， 德 国 ) 

— WA 

一 小 刮 勺 

ob RR 

1) 用 滤纸 条 去 除 凝 胶 表 面 的 去 离子 水 。 

2) 将 凝 胶 “ 三 明治 ” 放 到 电极 装置 上 (旋钮 冲 外 , 尖 角 向 上 ): 首先 将 凝 胶 “ 三 明治 ” 
放 到 电极 装置 的 上 面部 分 ， 向 电极 装置 挤 压 它 使 下 面 一 部 分 固定 。 

3) 在 平板 凝 胶 表面 加 IEF BER: 从 平衡 缓冲 液 中 取出 凝 胶 条 ， 纵 向 放 到 厚 有 机 玻璃 板 
的 边缘 ， 尽 量 使 凝 胶 条 与 加 样 槽 的 边缘 靠近 。 使 用 小 刊 勺 ， 将 凝 胶 条 轻 轻 向 下 推 ， 
使 之 小 心 的 滑 人 加 样 槽 。 凝 胶 条 必须 位 于 SDS-PAGE 的 表面 ， 没 有 气泡 。 

4) 使 用 Pasteur 移 液 管 ， 将 加 样 槽 加 满 40% 的 琼脂 糖 溶 液 (没有 气泡 ) ，2 分 钟 后 ， 琼 脂 
糖 溶 液 应 凝固 。 

5) 在 电极 装置 装 人 凝 胶 “ 三 明治 ”以 后 ， 将 BioRad YEA 620ml 电极 溶液 ， 加 溶液 的 
时 候 要 避免 泡沫 和 和 气泡 的 形成 。 内 覃 中 电极 缓冲 液 面 应 到 达 电 极 装置 中 红 塑 料 点 的 
位 置 。 


13.6.3 SDS-PAGE 电泳 


rm OR 


一 电源 (130V，100mA， 如 果 是 4 个 醒 平 行 电 泳 则 至 少 300mA) 
— Mini Protean II ## (BioRad，Munich， 德 国 ) 
oO. 


一 方案 纸 、 铅 笔 

一 时 钟 (如 果 电 源 装置 不 能 设 定 ) 

一 手套 

— HEAR: 50% 甲醇 /10% 醋酸 /40% 水 ， 或 $S0% 乙醇 一 /10% 醋酸 /40% 水 


o> R 


1) 在 将 槽 封闭 之 前 ， 需 要 确定 有 机 玻璃 表面 是 否 干燥 ， 以 避免 形成 “渐进 〈crawling) 
电流 ， 凝 胶 表 面 必须 覆盖 电极 缓冲 液 。 

2) 电压 必须 如 下 表 所 示 分 段 升 高 ， 电 流 和 功率 要 调 到 电源 的 最 大 值 。 电 流 值 如 表 所 示 
并 在 每 一 步 内 逐渐 减 小 。 在 给 定 的 时 间 间 隔 初 始 和 结束 的 数值 如 下 表 所 示 : 


电压 时 间 一 个 槽 中 的 电流 两 个 平行 槽 中 的 电流 
(2 块 胶 ) (4 RR) 

35V 5 分 钟 22 ~21mA 44 ~ 42mA 

55V 10 分 钟 33 ~ 32mA 66 ~ 64mA 

100V 15 分 钟 59 ~ 48mA 118 ~ 96mA 

150V 60 分 钟 72 ~ S0mA 144 ~ 100mA 


3) SDS-PAGE 结束 之 后 ， 倒 出 电极 缓冲 液 ， 从 电极 装置 中 取出 凝 胶 “ 三 明治 "。 轻 微 地 
弯曲 隔 板 ， 将 小 玻璃 板 拉 开 以 取出 凝 胶 。 凝 胶 可 以 转移 到 固定 溶液 中 。 
注意 : 使 用 手套 ! 使 用 前 用 水 洗 去 手套 上 的 滑石 粉 。 

4) 固定 之 后 ， 可 以 采用 几 种 染色 方法 。 


13.7 FARSSE SH R-250 染色 


下 面 的 考 马 斯 亮 蓝 染 色 法 是 由 Eckerskom (1988) 提出 的 。 对 1.5mm 厚 的 胶 ， 对 不 
同 哺乳 动物 器 官 的 蛋白 质 复 合 物 只 需 100wg 就 可 得 到 复杂 的 2-DE 图 谱 。 应 用 考 马 斯 亮 
蓝 染 色 ， 每 个 蛋白 质 样 品 最 少 需要 100ng 才能 检测 到 。 


材料 


一 染色 的 小 盘子 

一 手套 

一 考 马 斯 亮 蓝 R-250 

一 乙醇 : 被 1% 甲 基 乙 基 酮 变性 
一 甲醇: Merck 6009 

一 栈 酸 


溶液 


下 列 数 量 是 针对 四 块 6.Scmx7.5cm 凝 胶 的 染色 和 脱色 。 
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一 固定 溶液 : 50% 乙醇 /10 色 醋酸 /40 色 去 离子 水 (250ml 乙醇 + S0ml AAR + 200ml KB 
Toe 

一 染色 溶液 : 50 儿 甲醇 /10% BE R/0.05% & SK R-250 (250ml 甲醇 + S0ml ARR + 
200ml 去 离子 水 + 0.25g 考 马 斯 亮 蓝 R-250,， 对 新 的 Serva blue R-2530， 只 需 上 述 70% 的 
数量 ) 

一 脱色 溶液 : 5$ 允 甲醇 /12.5 色 醋酸 /82.5% 去 离子 水 (25ml 甲醇 + 62.5ml 醋酸 + 412.5ml 
去 离子 水 ) 

一 保存 液 : 7% BER (140ml 醋酸 + 1860ml 去 离子 水 ) 

一 脱色 液 和 保存 液 可 以 通过 木炭 的 过 滤 作 用 再 生 。 


G+ RR 


BE ARMA AAI FRRMAR, BER RE, RAMA ARERA BR. 
MF 15% Ae SHAY 1.5mm 厚 的 胶 ， 染 色 时 间 最 少 要 6 小 时 ， 定 性 检测 500ng 以 上 的 蛋 
Al, RAI 小 时 已 足够 的 。 对 两 块 6.5cm x7.5cm 凝 胶 ， 每 一 种 溶液 只 需 250ml, 

1) 凝 胶 在 固定 浴 液 中 轻微 播 功 至 少 1 小 时 。 

2) 凝 胶 在 染色 液 中 播 功 过 夜 或 至 少 1 小 时 。 

3) 胶 在 脱色 液 中 揪 荡 过 夜 或 至 少 1 小 时 以 消除 背景 。 

4) 凝 胶 放 于 保存 液 中 至 少 4 小 时 以 进一步 脱色 。 在 最 初 的 1 小 时 内 换 两 次 溶液 ， 以 后 
每 一 个 小 时 换 一 次 溶液 。 
注意 : 上 面 的 4 个 染色 步骤 在 室温 进行 ， 染 色 时 必须 要 有 甲醇 溶液 ， 因 为 Seva 蓝 浓度 依赖 于 这 类 溶剂 。 

5) 封 好 的 胶 置 于 保存 液 中 ，4% 下 最 少 可 保存 5 年。 


13.8 银 2 


通过 银 染 检测 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 蛋白 质 是 最 灵敏 的 非特 异性 染色 方法 ， 最 初 由 
Merril 等 在 1979 年 提出 Rabilloud 等 在 1994 年 做 了 综述 。 二 胺 或 氨 染 色 、 非 二 胺 化 学 还 
原 染 色 和 光 显 影 染色 这 三 种 不 同 的 染色 方法 都 可 采用 。 非 二 胺 化 学 还 原 染 色 由 Heuker- 
shoven 和 Demick (1985) 优化 ， 这 种 方法 是 下 面 将 说 明 的 方法 的 基础 。 对 在 这 里 用 的 
1.5mm 厚 的 2-DE 凝 胶 是 最 佳 的 (Jungblut and Seifert 1990)。 这 种 方法 比 光 显影 染色 灵敏 
度 高 ， 与 二 胺 银 染 灵敏 度 相 同 ， 但 更 简单 。2-DE 凝 胶 中 含有 1 ~ 10ng 蛋白 质 的 斑点 即 可 
检测 到 。 在 6.5cmx7.5cm 的 2-DE BBE, MDMA 1$ug 的 蛋白 质 混 合 物 〈 如 从 人 类 
心脏 得 来 ) 就 足以 检测 到 100 种 蛋白 质 。 


材料 


一 染色 的 盘子 〈 不 透明 或 透明 的 白色 塑料 或 玻璃 盘子 ) 
— F= 
— EDTA (TitriplexIII; Merck, Darmstadt, #4) 
— 2 (Merck, Darmstadt, #5) 
一 FARE (35%, Merck, Darmstadt, #4) 
“ass, * 


一 电子 显微镜 检测 用 的 友 二 醛 〈25% ，Merck，Dammstadt， 德 国 ) 
— ZR (Merck, Darmstadt, #4) 

一 乙酸 钠 (Merck, Darmstadt, #4) 

一 无 水 碳酸 钠 (Merck, Darmstadt, #8) 

一 无 水 碳酸 氢 钠 (Merck，Darmstadt， 德 国 ) 

一 硫 代 硫酸 钠 (Merck，Darmmstadt， 德 国 ) 

一 硝酸 银 (Merck，Darmstadt ， 德 国 ) 

一 硫 柳 示 (Sigma，St.Louis， 美 国 ) 


溶液 


所 给 的 量 适用 于 4 块 6.5cm x 7.5em 凝 胶 。 除 了 固定 液 ， 所 有 的 溶液 都 是 在 使 用 前 
临时 制备 ， 新 鲜 制 备 的 成 二 醛 对 染色 来 说 是 非常 重要 的 。 戊 二 醛 在 4%20ml 等 份 分 装 保 
存 。 

— HER: 50% 乙醇 /10% 醋酸 /40% 去 离子 水 〈1000ml 乙醇 + 200ml 醋酸 + 800ml 去 离子 
水 ) 

一 保温 液 : 30% Z B/0.5mol/L 醋酸 钠 /0.5% 戊 二 醛 /0.2% 硫 代 硫酸 钠 (300ml 乙醇 + 
68.04g 醋酸 钠 + 20ml 25% 戊 二 醛 + 2g 硫 代 硫 酸 钠 ， 用 去 离子 水 定 容 到 1000ml) 

一 硝酸 银 溶液 : 0.1% 硝 酸 银 /0.01% 甲醛 
在 1000ml 去 离子 水 中 溶解 1g 硝酸 银 ， 加 入 288wl 35 和 甲醛 。 

一 显影 液 : 2.5% 碳 酸 钠 (pH11.3) /0.05% 硫 代 硫 酸 钠 /0.01% 甲醛 
将 25¢ 碳酸 钠 和 12mg 硫 代 硫 酸 钠 溶 于 去 离子 水 ， 并 用 去 离子 水 定 容 到 1000ml。 加 入 
288ul 35% 甲醛 ， 用 碳酸 氢 钠 调 pH 值 为 11.3。 

一 定 影 液 : 0.05mol/L EDTA (Titriplex II]; Merck，Darmstadt， 德 国 ) /0.02 % Hit HI R 
(18.612g EDTA 加 去 离子 水 到 1000ml， 加 入 200mg Hit FH) 


o> R 


所 有 的 步骤 都 在 恒定 的 室温 下 进行 ， 特 别 是 显影 步骤 。 对 两 块 6.Scm x 7.$cm hee 
胶 ， 下 列 每 一 种 溶液 只 需 250ml, 
1) 将 固定 液 中 的 凝 胶 播 划 过 夜 或 至 少 1 小 时 
2) 将 保温 液 中 的 凝 胶 轻 微 播 划 2 小 时 
3) 去 离子 水 清洗 凝 胶 3K, BK 20 分 钟 
4) 将 硝酸 银 溶 液 中 凝 胶 轻 微 播 蔓 30 分 钟 
5) 用 去 离子 水 快速 洗 胶 30 秒 
6) 将 定 影 液 中 凝 胶 摇 蔓 $ ~ 30 分 钟 ， 时 间 由 所 加 的 蛋白 质量 决定 
7) 如 果 已 经 达到 所 需 的 颜色 深度 ， 将 凝 胶 放 到 定 影 液 中 最 少 15 分 钟 
8) 换 定 影 液 。 在 暗 处 ，4% 定 影 液 中 凝 胶 可 保存 几 个 月 
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13.9 清洗 IEF 管 


用 于 等 电 聚 焦 的 管子 必须 有 严格 的 内 径 ， 和 否则， 用 P 线 灌注 和 去 除 凝 胶 就 不 能 进 
行 。 因 为 这 种 机 械 上 的 原因 以 及 为 了 避免 阴极 漂移 现象 ， 内 部 表面 必须 没有 任何 杂质 。 
因此 下 列 清 洗 程序 必须 严格 遵守 。 


材料 


500ml 玻璃 烧杯 

100ml 玻璃 烧杯 

用 惰性 材料 制 成 的 稳定 的 线 

Deconex 12 PA (Borer Chemie，Zuchwil，Switzerland ) 
0.1mol/L #2 R 

去 离子 水 

fae 

加 热 板 


o> R 


1) EF 之 后 ， 用 去 离子 水 充分 地 清洗 管子 。 

2) 加 热 500ml 0.6% Deconex 溶液 至 60~80Y 。 

3) 将 玻璃 管子 浸入 Deconex 溶液 ，70Y% 下 放置 3 次 10 分 钟 : 每 10 分 钟 之 后 ， 分 别 用 猿 
子 移 走 玻璃 管 ， 倒 出 清洗 液 ， 加 入 新 的 清洗 液 ， 再 于 70Y 下 清洗 10 分 钟 。 

4) 用 去 离子 水 浸 洗 管子 。 

5) 加 热 500ml 0.1mol/L 盐酸 至 95%C 。 

6) 将 管子 放 到 一 个 玻璃 烧杯 中 ， 加 0.1lmolL 盐酸 ， 直 到 将 烧杯 加 满 并 覆盖 管子 。 将 管 
子 在 盐酸 溶液 中 95$% 放置 30 分 钟 。 

7) 用 去 离子 水 清 轻 洗 管 子 ， 然 后 干燥 。 


13.10 结 # 


这 里 描述 的 2-DE 技术 广泛 运用 于 研究 原核 生物 和 真 核 生 物 ， 图 13.2 和 图 13.3 是 
两 个 例子 。 通 过 2-DE 可 以 比较 6 个 分 化 阶段 蛋白 质 的 组 成 来 了 解 真菌 Uromyces viciae- 
fabae 从 孢子 向 吸 器 母 细 胞 的 发 育 过程 (Deising et al. 1991)。 研 究 一 些 和 蛋白 质 斑点 的 消 
失 、 一 些 新 蛋白 质 的 合成 、 另 一 些 蛋 白质 表达 量 增 高 或 降低 。 研 究 小 鼠 脑 的 蛋白 质 ， 阐 
明 两 个 近 交 系 小 鼠 之 间 的 遗传 变异 。 为 了 提高 分 辨 能 力 ， 在 2-DE 之 前 先进 行 生 物 的 和 
生物 化 学 的 初步 分 离 。 在 线粒体 (Jungblut and Klose 1985), 4% (Jungblut et al. 1989)、 
细胞 质 和 膜 中 的 蛋白 质 、 肝 素 结合 蛋白 质 (Jungblut and Klose 1986) 、 染 料 结合 蛋白 质 和 
金属 结合 蛋白 质 的 定性 分 析 中 ，1%% 的 蛋白 质 表 现 了 遗传 变异 性 ， 而 定量 的 遗传 变异 的 
范围 是 10% 。 小 鼠 脑 中 找到 的 $ 种 和 蛋白质 (Eckerskorn et al. 1988; Jungblut et al. 1992) 
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示 于 图 13.3。 人 类 心肌 层 蛋 白质 的 一 个 银 染 2-DE 图 谱 示 于 图 13.4， 这 个 图 谱 包 含有 
500 个 斑点 ， 其 中 100 个 点 已 被 确认 (Jungblut et al. 1994)。 在 已 确认 的 蛋白 质 中 ， 有 一 
些 已 被 阐明 ，o- 晶 状 体 球 蛋 白质 B、 苹 果 酸 脱 氢 酶 、 肌 酸 激酶 和 热 休 克 蛋 白质 27 已 被 证 
明 与 扩张 性 心肌 病 有 关 并 且 含 量 有 变化 (Knecht et al. 1994; Otto et al. 1994) 。 


13.2 a~f 银 染 2-DE 图 谱 ，(a) Uromyces viciae-fabae RAF; (b) 芽 管 ， 和 感染 结构 经 分 化 
7 小 时 〈c)，9 小 时 〈d)，18 小 时 (e) 和 24 小 时 (ff). 
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图 13.3 ”小 鼠 脑 蛋白 质 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 2-DE 图 谱 。 在 IEF 中 加 入 140wg 和 蛋白质。 使 用 
内 部 标记 蛋白 质 校 正 等 电 点 和 分 子 量 。 用 数字 标明 $ 个 经 N - 端 测序 和 /或 氨基 酸 分 析 的 蛋白 
质 。1， 肌 动 蛋白 ; 2， 血 清白 蛋白 ; 3， 肌 酸 激酶 ; 4， 磷 酸 丙 糖 异 构 酶 ; 5，B- 血 红 蛋 白 。 


13.4 人 心肌 层 蛋 白质 的 银 染 2-DE 图 谱 。 在 IEF 中 共 加 入 Spe 蛋白 质 。 使 用 内 部 标记 和 蛋 
白质 校正 等 电 点 和 分 子 量 。 在 100 个 经 N 端 分 析 、 测 序 和 质谱 分 析 的 蛋白 质 中 ，8 个 蛋白 质 
用 数字 标明 : 1，tropomyosin; 2， 肌 球 蛋 白 轻 链 ; 3，a- 晶 状 体 蛋 白 b; 4， 甘 油 醛 磷酸 脱 氢 
酶 ; 5， 脂 肪 酸 结合 蛋白 ; 6， 血 清白 蛋白 ; 7， 苹 果 酸 脱 氢 酶 ; 8， 热 休克 和 蛋白 27。 
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使 用 本 文 所 述 的 2-DE 技术 ， 到 目前 为 止 所 进行 的 所 有 分 析 都 得 到 了 复杂 的 电泳 图 
谱 ， 只 有 一 个 例外 。 这 个 例外 就 是 大 肠 杆菌 的 核糖 体 蛋 白质 ， 这 些 蛋 白质 呈 极 端 碱 性 ， 
使 用 的 pH 梯度 并 不 是 最 佳 的 。 两 性 电解 质 梯度 的 斜率 在 pH5 ~ 7 范围 内 偏 低 ， 在 
pH3.5~S$ 和 pH7 ~ 10 范 围 内 偏 高 。 然 而 , 核糖 体 蛋 白质 可 通过 减少 Vh 乘积 至 1/4 来 分 析 。 
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图 13.5 小 鼠 脑 2-DE 部 分 图 谱 的 重复 性 。 在 IEF 中 共 加 入 140vg 蛋白 质 。 用 考 马 斯 亮 蓝 R-250 
染色 。 部 分 图 谱 示 于 图 13.3， 包 括 肌 酸 激酶 和 血清 白 蛋 白 。 共 上 样 12 次 。 
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好 的 重复 性 是 减法 分 析 的 先决 条 件 ， 在 2-DE 技术 中 可 稳定 地 获得 。 图 13.5 所 示 的 
小 鼠 脑 蛋 白质 图 谱 是 一 个 学 生 在 经 过 两 个 月 强化 训练 之 后 12 次 可 重复 获得 的 。 

应 用 表面 电极 测量 pH 值 ， 或 通过 将 凝 胶 切 下 一 块 ， 超 声波 破碎 后 测量 悬浮 液 的 pH 
值 来 校正 pI 值 (Klose and Kobalz 1995)。 也 可 使 用 标准 蛋白 质 来 校准 pI 值 ， 通 常 使 用 天 
然 状态 下 的 pl 值 或 通过 序列 计算 得 来 的 pI 值 ， 而 忽略 在 9molL 尿素 溶液 中 pl 的 变化 。 
必须 标明 每 一 次 校正 的 方法 。 人 类 的 心脏 原 肌 球 蛋 白质 和 人 的 w- 血 红 蛋 白质 pI 值 分 别 
是 4.5 和 8.7， 在 上 述 条 件 下 可 以 得 到 很 好 的 校正 。 通 过 在 分 离 胶 的 阴极 一 侧 使 用 低 孔 
隙 度 的 帽 胶 ， 许 多 碱 性 蛋白 质 停 留 在 帽 胶 内 。 若 阴极 区 染色 很 深 且 斑点 无 法 分 辨 WE 
味 待 分 析 样 品 中 含有 很 多 碱 性 蛋白 质 。 

可 通过 标准 蛋白 质 来 校准 分 子 量 ， 准 确 率 为 10% 。 但 是 必须 知道 ， 由 于 翻译 后 修 
饰 ， 有 些 时 候 蛋 白质 的 分 子 量 并 不 能 通过 氨基 酸 序列 计算 来 得 到 。 这 里 所 提 到 的 最 适 于 
2-DE 的 标记 蛋白 质 可 从 BioRad 获得 (Munich, 德国 )。 和 蛋白 质 分 子 量 在 14 000 ~ 66 000 
范围 内 时 可 得 到 最 佳 的 分 辩 率 ， 如 图 13.4 中 脂肪 酸 结合 蛋白 质 和 血清 白 蛋白 所 示 。 分 
子 量 在 10 000 ~ 100 000 范围 内 的 蛋白 质 可 得 到 较 好 的 分 辩 率 。 


13.11 疑难 解答 


IEF 


“RAZ EFRRPHAM: 凝 胶 应 更 好 地 脱 气 和 聚合 更 长 的 时 间 。 形 成 气泡 的 一 个 
原因 是 聚合 时 温度 太 高 ， 在 临 用 之 前 将 管子 在 4 拒 预 冷 半 小 时 可 得 到 较 低 的 温度 ， 到 
合 时 避免 将 凝 胶 放 在 阳光 下 。 

。 在 等 电 聚 焦 时 ,阴极 溶液 中 的 尿素 会 结晶 :提高 室温 。 温 度 低 于 20% 时 ,尿素 会 结晶 。 

。 阴 极 侧 IEF 凝 胶 断 裂 表 示 有 阴极 际 移 效应 。 下 面 这 些 建议 会 缓解 这 个 问题 ; 

一 用 上 面 提 到 的 程序 清洗 管子 。 

一 用 新 的 凝 胶 溶 液 。 

一 减少 APS。 

一 将 IF 的 每 一 步 从 75 分 钟 减少 到 60 分 钟 ， 来 降低 Vh 乘积 。 

一 有 时 候 阴 极 球 流 现象 与 样品 有 关 ， 重 新 准备 样品 。 

。 等 电 聚 焦 时 电流 太 高 : 封 垫 老化 ， 旋 钮 没有 旋 紧 ， 或 者 阳极 溶液 滴 到 阴极 溶液 。 旋 紧 
旋钮 ， 更 换 阴 极 溶 液 。 

。 在 2-DE 的 水 平方 向 上 和 蛋白质 斑点 没有 分 开 或 有 污染 : 使 用 新 的 两 性 电解 质 溶液 和 雍 
胶 溶 液 ， 样 品 必 须 是 清澈 的 溶液 。 一 些 位 点 容易 形成 条 纹 ， 如 在 心肌 层 蛋 白质 图 谱 
中 ， 肌 动 蛋白 容易 形成 条 纹 。 

IEF 凝 胶 在 融 解 之 后 被 毁坏 : 在 -70% 冷 冻 ， 在 室温 融 解 。 

。 膜 蛋白 质 没 有 进入 IEF SR: 在 样品 溶液 以 及 Sephadex 和 凝 胶 溶 液 中 ， 使 用 2%NP-40 
或 Chaps。 


SDS-PAGE 


° £32747 SDS-PAGE 时 电流 太 高 : 在 阳极 和 阴极 之 外 存在 其 他 电流 通路 。 停 止 电泳 ， 打 
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开 槽 上 的 盖子 ， 将 阳极 和 阴极 之 间 的 突出 塑料 部 分 掠 干 。 

。 在 运行 SDS-PAGE 时 电流 太 低 : 阴极 和 阳极 之 间 没 有 连接 好 。 停 止 电泳 ， 打 开 盖 子 ， 
在 槽 中 的 阳极 部 分 加 入 电极 缓冲 液 ， 以 使 凝 胶 被 电极 缓冲 液 覆盖 ， 将 阴极 部 分 也 加 入 
电极 缓冲 液 使 之 与 阳极 部 分 平 齐 。 

。 分 子 量 低 于 20 000 的 蛋白 质 不 能 分 离 : SDS-PAGE 凝 胶 的 孔隙 度 太 高 或 分 离 胶 中 的 pH 
值 太 低 。 在 2-DE 模型 中 ，0.1 个 pH 单位 的 变化 就 会 造成 很 大 的 影响 。 提 高 丙 烽 酰 胺 
浓度 ， 检 查分 离 胶 的 pH 值 。 温 度 也 显著 影响 Tris 缓冲 液 的 pH 值 〈 温 度 升 高 pH 值 降 
低 )。 


银 染 


。 斑 点 的 强度 太 低 : 

一 样品 中 蛋白 质 的 量 不 足 。 提 高 样品 浓度 或 在 等 电 聚 焦 时 增 大 样品 的 体积 。 

一 由 于 旧 的 成 二 醛 、 清 洗 步骤 太 长 、 或 显影 液 的 pH 值 不 对 ， 会 造成 银 染 的 失败 。 使 
用 适合 于 电子 显微镜 的 新 鲜 的 成 二 醛 (Merck, Darmstadt, HE), ， 如 所 述 正 确 清洗 
并 精确 调节 显影 液 的 pH 值 。 

。 背 景 太 高 : 显影 液 的 pH 值 太 高 ， 显 影 液 中 没有 加 硫 代 硫 酸 盐 。 另 一 个 原因 是 染色 的 
盘子 没有 清洗 干净 。 用 蒸 馅 水 、70% 乙 醇和 Silvosol (Roth, FRG) 仔细 地 清洗 ， 提 高 
银 染 溶液 的 体积 。 

。 即 使 显影 很 长 时 间 后 ， 仍 然 只 有 低 强 度 的 黄色 斑点 出 现 : 显影 液 中 没有 加 甲醛 。 

。 凝 胶 中 有 点 状 条 纹 ， 点 状 条 纹 很 细 而 强 ， 但 很 集中 ， 垂 直 条 纹 长 度 达 到 10cm。 有 时 
它们 以 10~ 20 条 纹 成 束 出现 。 仔 细 地 清洗 SDS-PAGE 凝 胶 的 玻璃 板 ， 也 可 用 烷 基 化 方 
法 或 在 第 二 向 电泳 前 在 温 育 液 中 用 二 硫 苏 糖 醇 还 原 。 
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。 低 重复 性 : 在 最 短 的 时 间 内 仔细 根据 说 明 来 训练 自己 的 实验 能 力 。 对 8 个 样品 来 说 ， 
应 15 分 钟 内 加 完 Sephadex、 样 品 、 覆 盖 液 和 阳极 溶液 。IEF 凝 胶 的 温 育 时 间 应 保持 恒 
定 ， 在 融 解 之 后 ，IEF 凝 胶 溶 液 应 立即 用 于 第 二 向 凝 胶 。 使 用 预先 制 成 的 凝 胶 溶液 。 

。 胶 的 底部 有 暗 的 云 状 物 : 旧 的 两 性 电解 质 。70% 固定 一 小 时 可 以 将 其 去 除 。 使 用 含 新 
的 两 性 电解 质 溶 液 的 新 的 凝 胶 溶 液 。 

。 图 谱 上 没有 高 分 子 量 蛋 白质 : 蛋白 质 被 降解 为 多 肽 ， 如 被 蛋白 质 酶 降解 。 如 果 样 品 太 
陈旧 ， 使 用 新 的 样品 。 改 变样 品 的 制备 方法 以 阻止 降解 〈 别 的 蛋白 酶 抑制 剂 )。 生 物 
材料 应 始终 保存 在 -70% ， 尤 其 是 在 样品 制备 之 前 。 

。 斑 点 上 方 有 不 明 标 志 : 将 IEF 凝 胶 聚 合 时 间 延 长 至 3 天 。 
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聚 丙烯 酰胺 是 用 于 分 离 蛋白 质 的 一 种 非常 好 的 介质 ， 但 是 对 于 除 分 子 量 与 等 电 点 以 
外 的 性 质 鉴定 却 无 能 为 力 。 大 多 数 蛋 白质 在 凝 胶 洗 脱 时 会 有 高 达 IM HRA. SIA 
酸 纤维 素 膜 (NC) 作为 蛋白 质 印 迹 和 固定 的 介质 后 ， 就 可 以 进行 广泛 的 性 质 鉴定 反应 。 
第 一 个 膜 固 定 蛋白 质 是 利用 免疫 染色 进行 鉴定 的 〈Towbin et al. 1979; Burnette 1981). 
其 他 的 涂 层 技术 有 凝集 素 染 色 法 鉴别 糖 蛋 白 (Clegg 1982) ， 放 射 性 钙 离 子 涂 层 〈Maruy- 
ama et al. 1984) 或 GTP 涂 层 来 鉴定 CTP -结合 蛋白 (McGrath et al. 1984)。 但 是 ， 和 蛋白 
质 化 学 研究 却 无 法 直接 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 进行 ， 硝 酸 纤维 素 (NC) MwA NA 
端 测 序 。 因 此 将 双向 电泳 〈2-DE) 与 蛋白 质 化 学 方法 相 结合 的 一 个 重要 进展 便 是 发 现 一 
种 可 将 蛋白 质 高 效 印迹 于 其 上 的 惰性 膜 。 首 先 出 现 的 测序 稳定 的 膜 是 由 经 过 带 正 电 基 团 
(Vandekerckhove et al. 1985; Aebersold et al. 1986) 或 朴 水 不 带电 基 团 (Eckerskorn et al. 
1988a) 修饰 的 玻璃 纤维 膜 ， 或 纯 有 机 聚合 物 比 如 聚 偏 二 氟 乙 炳 (PVDF) (Matsudaira 
1987) 或 聚 两 烦 (PP) (Eckerskom and Lottspeich 1990; Jungblut et al. 1990)。 以 后 测试 了 
不 同 的 下 水 膜 与 不 同 的 蛋白 质 的 印迹 效率 ， 优 化 了 印迹 参数 ， 提 出 了 印迹 机 理 (Jung- 
blut et al. 1990). Eckerskorn 与 Lottspeich (1993) 比较 了 这 些 膜 对 测序 的 适用 性 。 


表 14.1 影响 蛋白 质 从 SDS 凝 胶 中 转移 出 来 的 参数 


参数 改进 方法 
蛋白 质 分 子 量 减 小 
SDS 凝 胶 SDS 的 浓度 提高 

聚 丙烯 酰胺 的 成 分 减 小 

电泳 后 的 离子 强度 减 小 
印迹 缓冲 液 离子 强度 减 小 

甲醇 浓度 降低 

pH 提高 
印迹 条 件 电流 强度 提高 

时 间 。 延长 


a. 只 有 对 于 带 SDS 的 蛋白 质 ， 延 长 时 间 才 有 利于 转移 。 如 果 在 印迹 缓冲 液 中 加 入 了 SDS， 进 一 步 延 长 时 间 将 
十 分 有 用 。 
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第 一 个 印迹 实验 是 在 印迹 槽 中 完成 ， 而 半 干 式 印 迹 最 早 由 Kyhse-Andersen 于 1984 年 
报道 的 。 它 具有 更 易 操 作 、 绥 冲 液 用 量 少 及 因此 污染 少 的 特点 。 


表 14.2 影响 蛋白 质 与 疏水 膜 结合 的 参数 


参数 改进 方法 
蛋白 质 DTH 增 大 
SDS BE BE SDS 浓度 降低 

电泳 后 离子 强度 提高 
印迹 缓冲 液 离子 强度 提高 

甲醇 浓度 增加 

pH 降低 
印迹 条 件 电流 强度 减 小 

时 间 无 影响 。 
膜 类 型 ; Bi 7k te 增 大 


a. 提高 印迹 时 间 不 会 移 走 与 膜 结 合 的 蛋白 。 


滤纸 胶 膜 滤纸 


图 14.1 a~c 印迹 机 理 。a. 在 SDS 凝 胶 中 的 蛋白 质 (P) 带 有 SDS( 用 小 圈 来 表示 )。b.SDS -有 蛋 
白质 复合 物 由 凝 胶 中 移 向 印迹 膜 ,在 转移 过 程 中 SDS 部 分 从 蛋白 质 上 脱离 ec. 蛋白 质 通过 没 
结合 SDS 的 氨基 酸 部 分 与 膜 由 朴 水 相互 作用 结合 ,接着 SDS 完全 从 蛋白 质 上 脱离 。 蛋 白质 与 
膜 结合 ,而 SDS 移 向 正极 。 细 节 见 正文 。 
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印迹 的 效率 取决 于 和 蛋白质 从 胶 上 转移 到 膜 上 的 效率 以 及 蛋白 质 与 膜 结合 的 效率 。 表 
14.1 列 出 了 一 些 影响 蛋白 质 从 凝 胶 中 转移 效率 的 参数 以 及 一 些 改善 转移 的 建议 。 表 
14.2 列 出 了 一 些 影响 蛋白 质 与 膜 结合 的 参数 以 及 一 些 改善 结合 的 建议 。 

图 14.1 所 描述 的 印迹 机 理 与 上 述 表 中 所 描述 的 参数 影响 是 一 致 的 。 在 印迹 实验 开 
始 时 ， 蛋 白质 是 位 于 凝 胶 内 部 ， 并 带 有 SDS. SDS 的 负电 性 使 得 SDS -蛋白 复合 物 移 向 
正极 。 在 移动 过 程 中 ，SDS 不 断 地 从 蛋白 质 上 脱离 。 当 有 蛋白质 到 达 玻 水 膜 时 ， 一 些 下 水 
结合 位 点 不 带 有 SDS, TUSRARAER KEE. ZARA SRE, SDS 不 断 地 
从 和 蛋白质 上 脱离 并 移 向 正极 而 蛋白 质 则 留 在 了 膜 上 。 这 个 机 理 与 实验 中 观察 到 只 增加 印 
迹 时 间 不 会 导致 膜 上 蛋白 质 的 损失 的 现象 是 一 致 的 。 高 分 子 量 的 蛋白 质 可 能 在 离开 凝 胶 
之 前 就 南 失 了 SDS， 印 迹 时 间 的 增加 不 会 提高 印迹 效率 ， 因 为 不 带 负 电 的 蛋白 质 不 能 从 
凝 胶 中 移出 ， 所 以 印迹 时 间 的 增加 只 有 在 将 SDS 加 入 到 阴极 印迹 缓冲 液 中 时 才 有 意义 。 
而 低 分 子 量 的 蛋白 质 移 动 很 快 ， 在 到 达 膜 的 时 候 仍 有 部 分 SDS 分 子 没有 脱离 ， 这 样 便 
不 能 建立 起 与 膜 的 疏水 作用 力 ， 结 果 是 无 结合 地 穿 膜 而 过 。 
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SDS-PAGE 电泳 后 应 立即 进行 印迹 。 如 果 采 用 的 是 1$% 浓度 、1.5Smm 厚 并 按照 Laemmli 
(1970) 的 方法 准备 的 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 , 凝 胶 在 印迹 缓冲 液 中 的 平衡 是 可 以 省 略 的 。 
一 SDS- PAGE # Be #4 3k 
一 用 三 层 阳 极 滤纸 准备 “印迹 三 明治 ” 
一 停止 SDS- PAGE 凝 胶 电泳 
一 依次 用 膜 、 雍 胶 与 阴极 滤纸 ， 完 成 制作 “印迹 三 明治 - 
一 印迹 
一 染色 


14.3 材 料 

设 & 

一 半 王 式 转 印 室 : 如 Sartoblot I (Satorius, Heidelberg, HI, 4 #); Trans-Blot SD 
(BioRad，Munich， 德 国 ， 阴 极 : 不 锈 钢 ， 阳 极 : BES AN4A); Pharmacia-LKB (4 
=; Parmacia, Freiburg， 德 国 ); Schleicher 和 Shuell (Carboglass; Schleicher 和 
Shuell，Dassel， 德 国 ) 

一 滤纸 ，Schleicher 和 Shuell，426 892 003 

— PVDF: Immobilon (Millipore，Eschbom， 德 国 ); Transblot (BioRad，Munich， 德 国 ); 
Problot (Perkin Elmer Applied Biosystems, ，Weiterstadt ， 德 国 ) ; 硅化 玻璃 纤维 (SCF): 
Glasssybond (Biometra，Gittingen， 德 国 ) 

一 凝 胶 : 2-DE 凝 胶 ，1.5mm 

一 £BFK 

— 7 
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全 手套 

一 玻璃 棒 ， 移 液 管 

一 圆 盘 

— PVDF 

一 FARE (Merk, Darmstadt, #1, FA PVDF) 

一 两 酮 〈 用 于 Classybond ) 

一 印迹 缓冲 液 : SOmmol/L 硼酸 盐 /20% 甲醇 (pH9.0). Xt ILM: 加 3.09g 硼酸 (Mer- 
ck，Darmstadt， 德 国 ) 750ml 去 离子 水 200ml 甲醇 ，18.6ml 1mol/L NAOH, AEB 
子 水 定 容 至 1L。 


了 


1) 在 双向 电泳 结束 之 前 30 分 钟 准备 膜 。 

la) PVDF: 在 甲醇 中 浸泡 20 ~ 308%). 

lb) SCF: 在 丙酮 中 浸泡 20 ~ 30 秒 。 

将 膜 在 印迹 缓冲 液 播 功 三 次 ， 每 次 5 分 钟 。 

2) 用 去 离子 水 清洗 印迹 槽 。 石 墨 电极 在 印迹 过 程 之 前 应 一 直 保持 潮湿 状态 。 

3) 在 双向 电泳 结束 之 前 5$ 分 钟 准备 阳极 侧 “ 三 明治 ”: 将 三 层 滤 纸 一 层 一 层 卷 着 放 到 
阳极 上 。 滤 纸 伸 出 族 胶 每 一 边 约 3mm。 用 移 液 管 滚 压 滤 纸 挤 出 气泡 。 

4) 将 膜 小 心地 向 上 放 好 ， 不 要 卷曲 膜 片 。 在 凝 胶 放 上 去 之 前 ， 膜 是 不 能 变 干 。 

5) 双向 电泳 结束 后 ， 将 2-DE 凝 胶 直 接 放 在 膜 上 面 。 然 后 ， 在 凝 胶 上 一 层 一 层 放 上 三 
层 滤 纸 。 每 一 层 都 经 过 卷 压 来 赶 走 气 泡 。“ 三 明治 ”不 应 太 湿 ， 在 凝 胶 与 膜 之 间 也 
不 应 有 液体 。 

6) KAM, MRD BE SAR, A EM lke 重 物 使 其 下 沉 。 

7) 初始 印迹 条 件 : 电 流 强 度 为 lmA/em'( 即 ,每 5gcm 的 凝 胶 53mA, 或 每 110cm AY BE BE 
110mA) 印 迹 3 小 时 ;电压 限制 在 100V 以 内 。 在 印迹 过 程 中 ,电压 由 6V 升 到 20V。 


14.5 PvVkieCNSERIERSHELeE 
14.5.1 433% E R-250 


Bi7K AR AAS SS HE R-250 染色 可 适应 测序 的 要 求 ， 其 灵敏 度 高 于 Poinceau S, 
可 与 sulforhodamine B 相 比 。 如 无 蛋白 质 损失 染色 不 易 去 掉 。 以 下 过 程 是 基于 Eckerskom 
等 〈1988) 方法 ， 但 它 不 适用 于 硝酸 纤维 素 膜 。 


溶液 


一 染色 液 :0.1% Serva blue R-250/40% 甲醇 /10% 醋酸 .对 于 5$00ml 溶液 :加 1g Serva blue R- 
250,400ml 甲醇 ,100ml ff AR (Merck , Darmstadt ,德国 ) ,用 去 离子 水 定 容 至 $00ml。 
一 PVDF 脱色 液 : 40% 甲醇 /10% 醋酸 。 对 于 IL 溶液: 400 ml 甲醇 ，100 ml 醋酸 (Mer- 
es §61 = 


ck，Darmstadt， 德 国 ) ，$00 ml 去 离子 水 。 
一 SGF 脱色 液 : 30% FRE/10% BBR. MF ILWR: 300 ml 甲醇 ，100 ml 醋酸 (Merck, 
Darmstadt， 德 国 ) 600 ml 去 离子 水 。 


o> R 


XtF 6.5em x 7.5cem 的 印迹 膜 ， 每 步 100 ml 染色 液 及 脱色 液 足 够 。 
1) 在 染色 液 中 小 心 摇晃 膜 片 5 分 钟 。 
2) 再 在 脱色 液 中 小 心 摇晃 膜 片 三 次 ， 每 次 $ 分 钟 。 
3) 将 膜 挂 起 凉 干 或 放 在 几 层 滤 纸 上 吸 干 。 


14.5.2 sulforhodamine B 


sulforhodamine B 染色 可 适应 测序 的 要 求 ， 并 可 用 于 基质 辅助 激光 解吸 电离 质谱 分 析 
中 。 灵 敏 度 可 与 考 马 斯 亮 蓝 R-250 相 比 。 以 下 过 程 是 基于 Coull 和 Pappin (1990) FH, 
它 不 适用 于 硝酸 纤维 素 膜 。 


溶液 


一 染色 液 : 3007N FB, 0.2% (v/v) BRR, 0.005% (w/v) sulforhodamine B。 对 于 
500ml 溶液 : 150ml 甲醇 (Merck, Darmstadt, #3, uvasol), Iml BAAR, 25mg sul- 
forhodamine B。 用 去 离子 水 定 容 至 500ml, 

b> RR 


Xt 6.5cem x 7.5em 的 印迹 膜 ，100 ml FARES. 
1) 在 印迹 完成 后 ， 直 接 用 去 离子 水 清洗 膜 以 除去 缓冲 液 。 
2) 将 膜 完 全 干燥 (在 室温 下 过 夜 或 置 于 干燥 器 中 )。 
3) 将 干燥 的 膜 在 染色 液 中 播 划 1 ~ 2 分 钟 。 
4) 在 去 离子 水 中 对 膜 脱 色 几 秒 钟 。 


14.$.3 Poinceau $ 


Poinceau S 染色 是 可 逆 的 并 可 用 于 硝酸 纤维 素 膜 和 下 水 性 膜 。 它 可 用 于 免疫 染色 前 
的 蛋白 质 定位 。 但 由 于 灵敏 度 低 ， 不 适 于 测序 与 质谱 。 以 下 过 程 是 基于 Salinowich 和 
Montelaro (1986) 的 方法 。 


溶液 
一 染色 液 : 0.5% Poinceau S，1% 醋 酸 。 将 0.5g Poinceau S 溶解 于 100ml 1% 醋 酸 中 。 
ob R 


Xt F 6.5emx 7.5em AAR, 100 ml FARE. 
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1) 印迹 完成 后 ， 将 膜 放 在 染色 液 中 染色 5 分 钟 。 

2) 在 蒸馏 水 中 浸泡 2~ 3 分 钟 以 脱 去 背景 。 

3) 对 蛋白 质 印 迹 点 做 标记 。 

4) 用 蒸馏 水 清洗 5 ~ 10 分 钟 ， 使 膜 完全 脱色 ， 包 括 蛋 白质 点 。 


14.5.4 免疫 染色 


结合 到 膜 上 的 蛋白 质 的 特异 性 染色 已 有 了 许多 报道 ， 以 下 的 免疫 染色 过 程 容 易 操 
作 ， 所 产生 的 红色 染色 斑点 直观 可 见 并 且 长 时 间 保 持 稳 定 。 封 闭 和 染色 过 程 都 可 用 于 确 
酸 纤维 素 膜 与 PVDF 膜 。 以 下 方法 是 基于 Pluzek 和 Ramlau (1988) 的 报道 。 


材料 


一 与 将 被 染色 的 膜 大 小 相同 的 玻璃 或 塑料 模 

一 振 划 混合 器 

— Tris/NaCl: 100mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 135mmol/L NaCl 

一 含 磷酸 缓冲 液 的 盐 (PBS, pH7.4): 20ml 1mol/L KH,PO,, 80ml Imol/L K,HPO,, 45g 
NaCl。 用 去 离子 水 加 到 SL. 

— PBS/Tween: 1L PBS (pH7.4), 3g Tween-20 

— PBS/Tween/DM 3%: 100ml PBS/Tween, 3g 脱脂 干 奶粉 (DM) 

一 溶液 1: 0.8mol/L Tris (9.6912gTris; 终 体 积 用 重 蒸 水 加 到 100ml) 

一 溶液 2: 0.4N HCl (40ml 1mol/L HCl, 60ml 重 蒸 水 ) 

一 溶液 3: 0.048 mol/L MgCl, (2.033g MgCl, x6H,O; 终 体积 用 重 蒸 水 加 到 100ml) 

一 底 物 缓冲 液 : 50.0ml 溶液 1，53.6ml 溶液 2，4.1ml 溶液 3， 用 重 蒸 水 加 到 100ml。 
终 体积 为 207.7ml，pH8.0 

一 底 物 

注意 : 底 物 在 临 用 前 混合 ， 反 应 须 在 暗 处 进行 。 

一 蔡 酚 (Sigma, St. Louis， 美 国 ) (- 20% 保 存 ): 0.4mg/ml 底 物 缓冲 液 

一 Fast Red (Sigma，St.Louis， 美 国 ) ( - 20% 保 存 ): 0.6mg/ml 底 物 缓冲 液 
每 种 溶液 混合 相同 体积 。 

一 第 一 抗体 。 应 知道 动物 来 源 和 抗体 的 Ig KR. RETA A lal, Fe 1:20 到 1:10 OOOH 
比例 用 PBS/Tween/DM 1% 稀 释 抗体 。( 例 如 , 免 抗 人 肌 红 蛋白 的 抗体 :稀释 1:10 000) 

一 与 碱 性 磷酸 酶 相 结合 的 第 二 抗体 。 抗 体 必 须 来 自 与 取得 第 一 抗体 不 同 的 物种 并 且 可 
与 第 一 抗体 相 结合 。 用 PBS/Tween/DM 1% 稀 释 第 二 抗体 〈( 例 如 ， 碱 性 磷酸 酶 山羊 抗 
免 IgG Fc， 可 被 稀释 到 1 : 5000). 


印迹 膜 的 饱和 


所 有 步骤 都 在 振 划 器 上 完成 。 
1) 印迹 完成 后 ， 用 Tris/NaCl 洗 膜 清洗 三 次 ， 每 次 10 分 钟 ， 以 除去 盐 类 、SDS 及 甘 氢 
酸 。 
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2) 将 膜 放 人 PBS/Tween 中 进行 封闭 反应 ， 时 间 至 少 1 小时， 有 时 要 反应 过 夜 。 
3) 在 PBS/Tween 中 洗 膜 3 次 ， 每 次 10 分 钟 。 
4) 将 膜 干燥 或 直接 用 于 免疫 染色 。 


免疫 染色 过 程 


1) 将 饱和 的 并 清洗 过 的 膜 置 于 第 一 抗体 溶液 中 4% 过夜。 
注意 : FORME Me PVDF， 在 临 用 抗体 温 育 之 前 须 浸 人 甲醇 中 湿润 。 

2) 在 PBS/Tween 中 洗 腊 三次， 每 次 10 分 钟 。 

3) 室温 下 温 育 第 二 抗体 和 膜 1 小时。 

4) 用 PBS/Tween 中 洗 膜 3 次 ， 每 次 10 分 钟 ， 继 续 洗涤 ， 直 到 泡沫 消失 为 止 。 

5) 在 底 物 缓冲 液 中 预 温 育 底 物 10 分 钟 。 

6) 底 物 的 温 育 : 将 底 物 缓冲 液 中 的 底 物 (wR Fast Red) 加 到 膜 上 并 用 肉眼 观察 控制 
蛋白 质 的 染色 ; 当 染 色 强 度 达 到 要 求 时 ， 用 去 离子 水 终止 反应 ， 用 滤纸 将 膜 干 燥 。 


14.6 结 ) : 果 


下 水 膜 印迹 法 已 用 于 不 同 来 源 的 经 双向 电泳 分 离 的 蛋白 质 的 分 析 鉴 定 。 图 14.28 
PVDF 膜 上 部 分 小 鼠 脑 蛋白 质 的 图 谱 。 此 例 中 使 用 了 高 效 双 向 电泳 系统 (23cm x 30cm x 
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14.2 ”印迹 到 PVDF 膜 上 的 小 鼠 脑 蛋白 质 的 部 分 高 效 2-DE 图 谱 。 蛋 白质 由 考 马 亮 蓝 R-250 
染色 。43 种 蛋白 质 通过 氨基 酸 分 析 得 到 鉴定 ， 图 中 标 出 了 其 中 10 种 : 1. 肌 酸 激酶 2. 甘油 
醛 磷酸 脱 氢 酶 3. 碳酸 栈 酶 4， 磷酸 丙 糖 异 构 酶 5. 肌 动 蛋白 6， 果糖 二 磷酸 酶 7. 丙酮 酸 脱 
AM 8. 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 9. 胸 苷 激酶 10. 谷 胱 甘 肽 转移 酶 。 
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0.15cm) 来 进行 蛋白 质 分 离 。 膜 用 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 。 其 中 一 些 蛋 白质 已 用 直接 N 
端 测序 〈(Eckerskom et al. 1988) 来 鉴别 ， 而 另 一 些 蛋 白质 用 氮 基 酸 分 析 法 (Jungblut et 
al. 1992) 来 鉴定 。 一 些 已 鉴别 的 蛋白 质 样品 已 在 图 上 标记 出 来 。 同 样 的 技术 已 应 用 于 
人 心肌 蛋白 的 内 部 序列 测定 及 鉴定 小 鼠 肿瘤 相关 蛋白 (Zeindl-Eberhart et al. 1994)。 对 
于 基质 辅助 激光 解吸 /电离 质谱 ， 优 先 使 用 sulforhodamine 染色 ， 并 在 一 张 心肌 2-DE 和 蛋 
白质 图 谱 上 鉴别 出 15 种 蛋白 (Thiede et al. 1996)。 在 此 情况 下 ， 也 可 观察 到 翻译 后 的 
修饰 。 

可 用 免疫 染色 检测 微生物 抗原 。 已 用 小 胶 2- DE 技术 分 离 布 氏 玻 螺 旋 体 (Borrelia 
burgdorferi) 蛋白 质 并 已 在 一 个 病人 的 血清 中 寻找 到 的 布 氏 玻 螺旋 体 蛋白 质 的 抗体 。 血 清 
做 为 第 一 抗体 并 使 用 了 上 面 所 述 的 底 物 。 免 疫 印 迹 示 于 图 14.3。 病 人 体内 含有 抗 约 40 
种 布 氏 玻 螺旋 体 蛋 白质 的 抗体 。 
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14.3 人 血清 抗 布 氏 下 螺 旋 体 蛋白 质 的 免疫 印迹 图 。 用 小 胶 2-DE 技术 分 离 布 氏 芷 螺旋 体 
蛋白 质 。 将 2-DE 样品 印迹 到 PVDF 膜 上 。 在 免疫 染色 中 患 包 柔 氏 病 (borreliosis) 的 病人 血 
清 作 为 第 一 抗体 。 蔡 酚 及 Fast Red 作为 底 物 。 


14.7 SRERS 


膜 上 出 现 滴 状 污 迹 〈 卷 状 物 ): 印迹 “三 明治 ” 太 湿 了 。 在 印迹 “三 明治 ”的 组 装 过 
程 中 ， 尽 可 能 将 印迹 缓冲 液 挤 出 去 。 

电压 上 升 太 快 ， 而 电流 却 太 低 : Ak “SHG” ATR. MAA RKRC Kw 
预 浸 湿 。 

高 分 子 量 蛋 白质 仍 留 在 凝 胶 里 。 

一 降低 印迹 缓冲 液 中 的 甲醇 浓度 


“Se 


一 降低 印迹 缓冲 液 的 离子 强度 
一 增 大 电流 强度 

一 在 阴极 缓冲 液 中 加 入 SDS， 并 延长 印迹 时 间 
。 低 分 子 量 蛋 白质 不 能 与 膜 结合 。 
一 提高 印迹 缓冲 液 的 甲醇 浓度 
一 降低 印迹 缓冲 液 的 离子 强度 
一 减 小 电流 强度 

一 采用 朴 水 性 更 强 的 膜 


( 朱 学 勇 FE HB R) 
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氨基 酸 分 析 广 泛 应 用 于 许多 研究 和 工业 领域 ， 如 生物 化 学 、 生 物 技 术 、 诊 断 学 、 神 
经 生物 学 及 质量 控制 。 氮 基 酸 可 在 生物 样品 中 以 游离 分 子 状 态 存 在 ， 且 可 以 在 被 研究 的 
样品 中 直接 测定 。 蛋 白质 和 肽 内 的 氨基 酸 可 以 通过 对 样品 完全 酸 水 解 或 碱 水解 进 行 测 
jE. BAMA 20 o- 氨基 酸 。 已 经 从 不 同 的 生物 样品 中 鉴定 出 150 多 种 氨基 酸 及 其 衍 
生物 。 

氨基 酸 分 析 首 先是 由 纽约 洛克 菲 勒 大 学 的 Standford Moore 和 William Stein 提出 的 。 
氨基 酸 可 以 用 一 个 磺 酸 化 的 阳离子 交换 柱 在 4~ 6 小 时 内 分 离开 。 用 茧 三 酮 (ninhydrin) 
进行 柱 后 了 衍 生化 的 检测 极限 为 10nmol (Spackman 1958)。 这 种 方法 提供 了 极 高 的 再 现 率 
和 精确 度 。 近 几 年 ， 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 被 广泛 应 用 于 氨基 酸 分 析 ， 利 用 柱 前 荧光 
试剂 衍生 化 ， 并 利用 反 相 柱 进行 分 离 。 这 种 方法 的 主要 优点 是 快速 、 灵 敏 度 高 。 


有 了 用 
15.2.1 利用 柱 前 衍生 化 进行 氨基 酸 分 析 


在 过 去 的 20 年 中 ，HPLC 在 生物 医学 研究 中 的 应 用 大 大 增加 ， 新 的 反 相 色谱 和 离子 
交换 柱 的 迅速 发 展 使 HPLC 应 用 于 氨基 酸 的 测定 方面 。 | 

现代 HPLC 仪器 和 分 离 柱 已 经 提高 了 灵敏 度 ， 即 从 nmol 到 pmol 或 fmol 水 平 ， 缩 短 
了 分 离 时 间 ， 从 数 小 时 到 数 分 钟 ， 且 保持 了 高 的 分 辨 率 。 

HPLC 的 出 现 和 柱 前 衍生 化 技术 的 发 展 提供 了 建立 新 方法 的 选择 。 图 15.1 所 示 的 是 
利用 柱 前 衍生 化 的 HPLC 氨基 酸 分 析 仪 的 流程 图 。 可 用 不 同 的 试剂 做 柱 前 衍生 化 来 进行 
氨基 酸 分 析 。 这 些 包括 : 

。 ortho-phthaldialdehyde (OPA) ( 邻 苯 二 醛 ) 
。 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-Cl) (9-37 3 FA SEA A BR BE ) 
。 4-chloro-7-nitro-2, 1, 3-benzoxadiazole (NBD-Cl) (4 - 氯 - 7-fH3E-2, 1, 3-AEME— Ww) 
。 4-(dimethylamino) azobenzene-4-sulfonyl chloride (dabsyl chloride) (4- (= FAH) BA 
7 4 TRE ) 
9 Tol - 


氨基 酸 分 析 


理 
统 控制 器 


15.1 柱 前 衍生 化 HPLC 氨基 酸 分 析 仪 。 


。 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (AQC) (6-2 2£ K- N -羟基 -琥珀 酰 
亚 氢 基 氨基 甲酸 酯 ) 


OPA 衍生 化 


在 1971 年 ，Roth 提出 了 OPA 与 氨基 酸 反应 作为 对 传统 萌 三 酮 方法 的 一 种 替代 
(Roth 1972)。 通 过 荧光 ，OPA 的 衍生 物 在 低 的 pmol BK fmol 水 平 也 可 以 检测 。OPA 与 主 
要 的 氨基 酸 在 pH 9~ 10 范围 内 进行 反应 ， 并 形成 发 荧光 的 异 呀 吕 (isoindoles), OPA 方 
法 提供 了 高 的 再 现 性 ， 并 可 用 于 常规 分 析 。OPA 直接 衍生 化 的 一 个 缺点 是 只 有 主要 的 氨 
基 酸 可 以 检测 ， 但 是 有 几 种 方法 可 以 避免 这 种 问题 。 次 要 的 氨基 酸 可 以 利用 MOC, 
dabsyl chloride 或 phenylisothiocyanate ( 异 硫 氰 酸 葵 酯 ) 进行 检测 ， 这 些 试剂 与 主要 的 和 次 
要 的 氨基 酸 反 应 。OPA 衍生 物 在 1~ 2 分钟 内 稳定 ， 但 随后 迅速 降解 。 为 了 获得 OPA 反 
应 的 最 好 再 现 率 ， 应 使 用 全 自动 系统 。 


FMOC 衍生 化 


FMOC 首次 作为 氨基 酸 衍 生物 化 试剂 由 Einarsson 于 1983 年 提出 。 这 种 方法 利用 欧 
光 检 测 可 进行 高 灵敏 度 氨基 酸 分 析 。FMOC 是 高 度 发 荧光 且 水 解 成 醇 。 任 何 过 量 的 与 所 
基 酸 反应 后 的 FMOC 副 产 物 必须 在 HPLC 系统 分 离 之 前 除去 。 一 种 方法 是 利用 成 烷 、 己 
烷 或 成 烷 和 乙酸 乙 酯 的 混合 物 抽 提 副 产 物 。 用 戊 烷 抽 提 能 较 好 地 除去 FMOC 醇 ， 但 也 除 
去 了 不 定量 的 氨基 酸 。 第 二 种 方法 依赖 于 与 金刚 烷 的 反应 。FMOC 与 金刚 烷 反应 形成 一 
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种 疏水 复合 物 ， 它 在 色谱 终了 时 才 被 洗 脱 下 来 ， 因 此 ， 不 影响 氨基 酸 隐 生物 的 鉴定 。 
FMOC 衍生 物 灵敏 度 高， 易于 实施 ， 且 能 确定 主要 的 和 次 要 的 氨基 酸 。 这 种 方法 的 一 个 
缺点 是 不 适宜 于 色 所 酸 和 半 胱 氨 酸 的 测定 : HEAT ANRICEK, HSE ARE Ht 
氨 酸 FMOC 衍生 物 的 反应 很 低 。 尽 管 如 此 ， 这 些 衔 生物 仍 可 在 紫外 光 下 检测 ， 但 灵 人 敏 度 
很 低 。 


用 NBD-C1 id 47 fis SB #0 2 Hg SE FS EM FE 


柱 前 NBD-Cl 衍生 化 法 可 作为 OPA 确定 仲 胺 法 的 一 种 补充 〈Carisano 1985). Fil A 
NBD-Cl 可 进行 有 睛 氨 酸 和 凑 且 氨 酸 选 择 性 确定 。 在 医学 研究 中 通常 有 必要 选择 性 确定 血 
4. RRSAKRDRARRARRHR PHAR RAR, MERE EH 
(chronic kidney failure) 的 诊断 中 。Palmerini (1985) 第 一 次 描述 了 选择 性 的 确定 仲 胺 。 下 
面 描述 的 是 一 种 改良 方法 ， 可 用 于 氨基 酸 与 OPA/NBD-Cl 混合 物 以 下 面 方式 进行 反应 。 
OPA 与 主要 的 氮 基 酸 迅速 反应 ， 并 且 无 2 -一 基 乙 醇 ， 不 形成 荧光 衍生 物 。NBD - CA 
时 与 仲 胺 反应 ， 它 们 的 衍生 物 用 荧光 进行 检测 。 次 要 的 氨基 酸 选择 性 测定 方法 迅速 、 简 
便 ， 可 在 5 分 钟 内 完成 分 离 。 

NBD-Cl 衍生 物 稳定 ， 但 其 灵敏 度 与 OPA 或 FMOC 自生 物 相 比 ， 低 近 100 倍 ， 但 在 
低 pmol 水 平 检测 NBD 氨基 酸 仍 是 可 能 的 。 


Dabsyl chloride 


Dabsyl chloride 是 由 Chang 于 1981 年 介绍 的 用 于 手工 衍生 化 氨基 酸 分 析 及 HPLC 分 离 
的 方法 (Chang 1983)。Dabsyl chloride 与 伯 胺 和 仲 胺 反应 形成 带 有 桔 黄色 的 孙 生 物 ， 这 
些 衡 生物 在 436nm 处 可 被 检测 ， 且 在 数 月 内 稳定 。 这 种 方法 同时 可 以 检测 伯 胺 和 仲 胺 。 
FR BE BAK pmol， 其 缺点 是 在 柱 寿 命 短 。 过 量 的 dabsyl chloride 试剂 不 断 地 与 衍生 物 
化 的 样品 注入 柱子 中 ， 它 们 粘 在 柱子 上 而 引起 变质 。 


AQC 衍生 化 


在 1994 4F, Millipore 公司 (USA) 介绍 了 使 用 AQC 迅速 而 简单 地 进行 氨基 酸 分 析 。 
这 种 试剂 与 主要 和 次 要 的 氨基 酸 形成 稳定 的 了 簿 生物。 这 些 衡 生物 通过 反 相 HPLC 在 不 到 
35 分 钟 内 分 开 。AQcC EG ASEM MK (aminoguindine AMQ) 过 程 中 被 消耗 掉 ， 形 成 的 
AMQ 具有 不 同 于 任何 衍生 化 的 氨基 酸 的 光谱 特性 ， 因 此 ， 不 会 影响 氨基 酸 分 析 的 定性 
和 定量 。 这 种 反应 简单 ， 几 秒 钟 内 发 生 。 氮 基 酸 可 以 注 和 人 HPLC， 而 不 需要 进一步 的 样 
品 准 备 。 


15.2.2 tte tT + th 


经 典 的 氨基 酸 分 析 作 为 柱 后 衍生 化 进行 介绍 。 用 一 个 磺 酸 化 的 阳离子 柱 分 离 氨基 
酸 。 这 种 方法 提供 了 最 高 的 再 现 率 和 精确 度 。 柱 后 衍生 物化 与 HPLC 离子 交换 柱 分 离 氨 
基 酸 相 结合 ， 为 定量 常规 分 析 提 供 了 所 必须 的 高 速度 和 高 灵敏 度 。 用 从 pH3 到 pHl0 的 
连续 梯度 系统 将 氨基 酸 从 HPLC 柱 上 洗 脱 下 来 。 氨 基 酸 分 离 后 ， 用 OPA HEAT ER TA 
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化 ， 但 这 只 能 检测 主要 的 氨基 酸 。 因 此 ， 要 用 次 氯 酸 盐 进行 附加 反应 。 

AA 4MARARKRARAA RMA RA KAR, SUA ER ABR 
的 荧光 将 会 急剧 减少 。 它 与 亚 氨基 酸 反 应 ， 且 形成 一 种 易于 接近 荧光 试剂 OPA 的 物质 。 
与 所 有 主要 的 氨基 酸 的 平均 浓度 相 比 ， 且 氨 酸 的 荧光 反应 到 达 50% ~ 60% (Kamp 
1990)。 柱 后 衍生 化 氨基 酸 分 析 仪 的 流程 图 见 图 15.2。 


~--}-----------------------4 
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图 15.2 ” 柱 后 衍生 物化 氨基 酸 分 析 仪 。 


15.3 ”材料 和 方法 


HPLC 系统 


— HPLC 设备 : 2% MOOOOA, Millenium 软件 〈 均 来 自 于 Waters, Milford. MA); 荧光 检 
测 器 (Shimadzu, Duisburg, Germany); A 3 _ 4% Promis II (Spark, Ve Emmen, 
Holland) 


15.3.1 OPA 柱 前 衍生 化 
试剂 与 缓冲 液 


一 柱子 : 反 相 柱 C18 Hypersil (250mm x 4mm; Knauer, Berlin, Germany ) 

一 OPA 试剂 : 100ug ortho-phthaldialdehyde 溶 于 1000u] ABE, 60p1 B- 琉 基 乙 醇和 9ml 1 mol/ 
L 硼酸 (pH 10.4). 

一 样品 缓冲 液 : 16.9g 柠檬 酸 钠 (19.6g FRR x 2H,0), 20ml 硫 代 二 甘油 〈 thiodigly- 
col), ，30ml 一 基 乙 醇 ， 用 水 定 容 至 1L (pH2.2)。 


HPLC 缓冲 液 


一 缓冲 液 A: 90% 12.5mmol/L 磷酸 氧 二 钠 (pH 6.5) 和 10% 甲醇 。 
一 缓冲 液 B: 甲醇 和 3% (v/v) DOAK (tetrahydrofuran) 
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衍生 化 反应 


为 了 获得 好 的 再 现 率 ， 只 能 用 一 个 全 自动 衍生 化 系统 ， 如 自动 上 样 器 (Promis II). 

要 用 新 配制 的 OPA 溶液 进行 氨基 酸 衍 生化 。 这 种 溶液 应 每 周 配 一 次 ， 贮 于 -20Y。 

1) 氨基 酸 标 准 品 或 待 分 析 样 品 用 样品 缓冲 液 稀释 到 终 浓度 100pmol/10p1. 

2) 氨基 酸 反应 用 自动 上 样 器 Promis Il 在 室温 下 自动 进行 ， 反 应 1 分 钟 。 试 剂 与 样品 比 
(v/v) 为 1:1 (每 个 10 风 )。 

3) 分 离 梯度 条 件 : 在 1 分 钟 内 由 15%B 到 20% B; 在 12 分 钟 内 由 20% B 2) 32%B; 在 
10 分 钟 由 32%B 到 60% B; 3 分 钟 内 由 60%B 到 90% B; 2 分 钟 内 由 90%B 到 15%B; 
15%B 相当 于 85%A，20%B 相当 于 80%A。 
流速 为 1.0ml/ 分 钟 ， 柱 箱 温度 S0% 。 荧 光 检 测 : 340nm 处 激发 ， 在 455nm 处 发 射 。 
图 15.3 所 示 为 生理 氨基 酸 标准 品 在 下 列 条 件 下 的 分 离 结果 : 

4) 注射 10ul & 100 pmol 氨基 酸 标 准 品 的 样品 缓冲 液 ， 重 新 开始 梯度 。 

5) 校正 HPLC 系统 。 

6) 注射 约 20 pmol 蛋白 水 解 物 ， 开 始 梯度 。 

7) 计算 氮 基 酸 的 组 成 。 
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15.3 SOpmol 生理 氨基 酸 标准 品 用 OPA 柱 前 衍生 化 后 在 反 相 C18 柱 上 的 分 离 。 
P-SER: 磷酸 丝氨酸 ; Citr: MAM; AAA: 氨基 乙 二 酸 ; ABA: 氨基 丁 酸 。 


15.3.2 NBD-Cl 柱 前 衍生 化 
材料 


— HPLC AZ: 同 OPA 柱 前 衍生 化 〈 见 上 文 ) 
一 反 相 (Cl18 柱 ，250mm x 4mm (Hypersil) 


» G65 > 


一 溶 于 甲醇 中 的 Smmol/L/ml NBD - Cl 

— ¥F 0.1mol/L HBA (pH10.4) FAY 7.5mol/L/ml OPA 

一 HPLC 缓冲 液 A: 78% SOmmol/L ARRAN (pH7.0) 甲醇 溶液 
一 HPLC 缓冲 液 B: 25% 200mmol/L HARE (pH7.0) 甲醇 溶液 


Y-PRO 


NBD-OH 
PRO 


荧光 EX470 Em530 


0 5 610 
保留 时 间 〈 分 钟 ) 


15.4 ”100pmol 
的 标准 氨基 酸 用 
NBD-Q 衍生 化 后 在 
Hywrersil C18 # 
(250mm x 4mm) 上 的 
分 离 ( 详 见 正文 )。 


衍生 化 过 程 


1) 氨基 酸 标 准 品 或 样品 用 0.1mol/L 硼酸 钠 (pH10.4) 在 Eppendorf 管 
中 稀释 到 浓度 为 100pmol/10u1. FA 10 风 样品 进行 衍生 化 。 

2) MR 10ul AFH BE AY Smmol/L/ml NBD - Cl 到 氮 基 酸 标 准 品 或 样品 
, 

3) 加 10ul % F O.1mol/L AREY (pH10.4) 中 的 7.5ymol/L/ml OPA 
(ARBCLE). 

4) 将 样品 在 加 热 块 或 烤箱 中 60% 下 保温 5 分 钟 。 

5) 注射 100pmol 氨基 酸 标准 品 测定 HPLC FE 〈 反 相 C18 柱 ，250mm x 
4mm) 的 柱 效 。 

6) 校正 HPLC 系统 。 

7) 保温 (步骤 4) 和 降温 后 ， 将 样品 注射 到 HPLC 柱 中 。 


分 离 条 件 


8) 用 下 列 条 件 分 离 衍 生化 的 氨基 酸 : 
荧光 检测 器 : 在 470nm 处 激发 ， 在 530nm 处 发 射 
流速 : 0.3ml/min 
梯度 : 在 10 分钟 内 由 0%B 到 50%B; 在 2 分 钟 内 由 50%B 到 0% 
B 
柱 箱 温 度 : 30 
115.4 所 示 为 100pmol 的 氨基 酸 标 准 品 在 上 述 条 件 下 分 离 的 结 
Ro 


9) 计算 氨基 酸 的 组 成 。 


15.3.3 FMOC 衍生 化 


材料 


— HPLC R46 (HLE3C) 

— JA C18 HE, 250mmx 4mm ( 见 上 文 ) 

— YF ZAM 2.5mmol/L FMOC - Cl 溶液 

— YF 0.5mmol/L 硼酸 的 10mmol/L ADAM (4:4) GH, 1-adamantanamine) (pH7.7) 


一 成 烷 


一 HPLC 缓冲 液 A: 80% 的 50mmol/L AERA ZHAI (pH4.1) 
一 HPLC 缓冲 液 B: 30% MH SOmmol/L ARE CAR (pH4.2) 


- 866 > 


衍生 化 过 程 

1) 将 干 样品 〈 约 100pmol) 溶 于 100ul 0.5mmol/L 硼酸 中 (pH7.7)。 

2) ¥ FMOC- CLAY FZ, WEA 2.5mmol/L. 

3) WR 100u] FMOC - Cl 溶液 放 到 样 100ml 品 溶液 中 ， 小 心 混合 。 

4) 室温 下 反应 1 分 钟 。 

5) 异 戊 醇 抽 提 或 ADAM 反应 ， 除 去 多 余 的 试剂 。 

Sa) 小 心地 混合 后 ， 用 1.5ml OCR. HH 10 分 钟 后 ， 去 除 上 相 。 用 1.Sml HE 
再 抽 提 一 次 ; 仔细 混合 ， 并 使 其 分 离 10 分 钟 。 去 除 含有 多 余 试 剂 的 上 相 。 位 于 下 
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15 保留 时 间 〈 分 钟 ) 30 ie 
图 15.5 在 柱 前 用 FMOC 衍生 化 分 离 50pmol 氨基 酸 标准 品 的 分 离 ， 并 用 异 戊 醇 抽 提 的 结果 
( 详 见 正文 )。 

se 467 = 


面 一 相 中 的 氨基 酸 ， 可 用 于 以 后 的 氨基 酸 分 析 。 
Sb) 对 于 ADAM 反应 时 ， 准 备 10mmolL ADAM 的 0.5mmolL 的 硼酸 溶液 (pH7.7)。 吸 取 
100wl 10mmol/L 的 ADAM 溶液 放 到 FMOC 本 生化 的 样品 中 ,让 其 在 23 色 反应 10 分 钟 。 
6) 在 HPLC 系统 上 分 离 了 衍生 化 的 氨基 酸 。 


分 离 条 件 


7) 利用 下 列 条 件 分 离 氨基 酸 : 
一 欧 光 检测 : 260nm 激发 ，310nm 发 射 
一 流速 : lml/ 分 钟 
一 柱 箱 温度 : 50T 
一 梯度 : 在 40 分钟 内 由 0%B 到 50%B， 在 10 分钟 内 由 50%B 到 90%B， 在 2 分 钟 
内 由 90%B 到 0%B。 
按 上 述 方法 分 离 氨基 酸 如 图 15$.5 所 示 。 
8) 平衡 HPLC 柱 约 15 分 钟 。 
9) 开始 上 述 梯度 ， 但 不 加 样品 。 
10) 当 基 线 平稳 后 ， 注 射 进 100pmol 的 FMOC-Cl 衍生 化 的 氨基 酸 标准 品 。 
11) 校正 HPLC 系统 。 
12) 注射 50 pl 样品 。 
13) 氨基 酸 分 析 后 ， 计 算 氮 基 酸 组 成 。 


15.3.4 Dabsyl-Cl 柱 前 衍生 化 
材料 


=> Hee Ci E3c) 

— C18 反 相 柱 : Spherisorb ODS I, Sym 颗粒 大 小 ，250mm x 4mm (Knauer, Berlin, #6) 
一 加热 块 

一 两 次 重 结晶 的 dabsyl-Cl: 76 ZA Aa P PAC Hl KBE W 2nmol/yl 

一 50mmol/L 的 碳酸 氧 钠 (pH8.1) 

一 HPLC 缓冲 液 A: 25mmol/L 的 醋酸 钠 (pH6.5) 

一 HPLC 缓冲 液 B: Ahr 


衍生 化 过 程 


1) 在 衍生 化 之 前 ， 迅 速 用 SOmmol/L 的 碳酸 氢 钠 (pH8.1) 稀释 冷冻 干燥 的 样品 到 浓度 
100pmol10Ml。 

2) 吸取 10Ml dabsyl 溶液 到 10 样品 溶液 中 。 

3) 在 60% 进行 孙 生化 反应 10 分 钟 。 


HPLC 分 离 


4) 用 HPLC 分 离 衍 生化 的 氨基 酸 ， 按 下 列 条 件 进行 : 
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一 流速 : 1ml/min 

一 UV/VIS 检测 器 : 436nm 

一 柱 温 : 50 

一 梯度 : 在 10 分钟 内 由 1$%B 到 25%B， 在 20 分 钟 内 由 25%B 到 40%B， 在 7 分 
钟 内 由 40%B 到 70%B。 在 70%B 处 保持 2 分 钟 ， 然 后 在 2 分 钟 内 由 70%B 到 
15%B 

根据 上 述 条 件 分 离 的 氨基 酸 见 图 15.6。 
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15.6 100pmol 氨基 酸 标 准 品 混合 物 的 分 离 结 果 ， 柱 前 用 dabsyl-Cl 衍生 化 〈 详 见 正 文 )。 


5) 开始 梯度 而 不 注射 样品 。 

6) 当 基 线 稳 定时 ， 注 射 100pmol 的 衍生 化 的 蛋白 标准 品 ， 并 再 次 开始 梯度 。 
7) 校正 HPLC 系统 。 

8) HER 10pl 的 衍生 化 样品 。 

9) 计算 氨基 酸 组 成 。 


15.3.5 OPA 柱 后 衍生 化 


HPLC 系统 


柱 后 OPA 氨基 酸 分 析 仪 包括 2 个 HPLC 和 泵 、 一 个 动态 混合 室 、 一 个 荧光 检测 器 、 一 
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个 带 有 温度 控制 单元 的 柱 箱 、 一 个 自动 加 样 器 和 一 个 带 有 两 个 泵 以 及 两 个 反应 器 的 试剂 
输送 系统 。 用 一 个 短 的 结合 有 钠 离 子 或 锂 离子 ， 能 获得 蛋白 水 解 物 或 生理 样品 较 好 分 辩 
率 的 120mm x 4mm 的 阳离子 树脂 交换 柱 (如 Eurokat, Knauer Scientific Instruments, Berlin, 
Germany) 分 离 样 品 。 用 下 列 条 件 分 离 : 

一 柱 温 : 68° 

一 流速 : 0.4ml/ 分 钟 

一 荧光 检测 : 345nm 激发 ，455nm 发 射 


HPLC 缓冲 液 


一 起 始 缓冲 液 A: 0.2mmol/L 的 柠檬 酸 钠 (pH3.0) 
一 缓冲 液 B: 0.2mmol/L 的 硼酸 钠 (pH10.0) 


a. 外 一 用 前 将 所 有 的 缓冲 液 用 超声 波 浴 或 连续 使 

1 用 ,如 即 用 ERMA 抽 气 器 (ERC, Alte- 
= glofsheim, Germany) 抽 气 15 分 钟 。 

Bes 全 一 梯度 : 在 10 分 钟 内 由 3%B 到 5%B， 在 6 分 

43 4 shy Hh 5%B BI 10%B, Ze 8 44h HI 10% 

2 Re B 3 15%B, 4 3 分 钟 内 由 15% B 到 25% 


B, 425 分钟 内 由 25%B 到 30%B,， 在 5 分 
钟 内 由 30%B 到 50%B， 在 50%B 保持 5 
分 钟 ， 然 后 在 5 分 钟 内 由 50%B 到 80% B. 
在 80%B 时 保持 5 分钟， 然后 在 5 分 钟 内 
由 80%B 到 3%B。 

按 上 述 条 件 分 离 氨基 酸 见 图 15.7。 


试剂 


分 离 后 ， 用 OPA 将 氨基 酸 进行 在 线 衍 生化 。 
RT A UR ARE RE Hi AR HF A A RB GK Bz eT 
eal 才 供给 。 
| ~~ 一 OPA 试剂 ， 6mmol/L OPA /12mmol/L B- 莹 基 两 
用 酸 (MPA) 试剂 。 准 备 1L0.5mol/L RF 
缓冲 液 (pH10.4). 
一 次 氯 酸 盐 试 剂 : 加 400ul 次 氯 酸 盐 〈 如 购 自 
Aldrich，5% 游 离 氧化 物 ) 到 100ml 0.5mol/ 
ea L 硼酸 钾 缓 冲 液 中 。 
一 用 超声 波 浴 将 两 种 试剂 抽 气 20 分 钟 
图 15.7 “利用 OPA Mu MMs tales ACRE 
后 衍生 化 后 ，50pmal 氨基 酸 标准 品 的 分 离 结 为 了 使 所 有 的 氨基 酸 用 OPA/MAP 衍生 化 ， 
果 ( 详 见 正文 )。 使 用 6m ROA CME (BZA 0.25mm). 
为 了 使 所 有 的 次 要 氨基 酸 衍 生化 ， 使 用 2m 


ALA 


LYS 


ARG 


荧光 EX340nm, Em 455nm 


“70 二 


聚 四 氟 乙 烯 管 〈 直 径 为 0.23mm) 。 
衍化 过 程 


1) 将 OPA 反应 器 在 柱 箱 或 水 浴 中 65 色 加 热 。 在 流速 0.4ml/ 分 钟 下 检测 次 要 的 氨基 酸 ， 
用 0.2 ~0.1ml/ 分 钟 流 速 检 测 主 要 的 氨基 酸 。 

2) 将 次 氯 酸 盐 反应 器 在 OCHA, FHA REMARRRNTTA. RRA O.1ml (4 
为 0.1ml/min， 译 者 注 )。 
注意 : 次 氨 酸 盐 破坏 所 有 的 主要 的 氨基 酸 。 在 主要 的 氨基 酸 到 达 反 应 器 时 ， 确 保 关 闭 输送 泵 。 


校正 和 分 析 


1) 开始 梯度 而 不 加 样 。 

2) 当 基线 稳定 时 ， 注 入 100pmol 溶 于 20Ml 缓冲 液 A 的 氨基 酸 标准 品 。 
3) 用 氨基 酸 标 准 品 作为 外 部 标准 校正 氨基 酸 分 析 仪 。 

4) 加 50Ml 缓冲 液 A 到 冻 干 的 蛋白 水 解 物 中 或 生理 样品 中 。 

5) 用 分 离 氨基 酸 标 准 品 同样 的 梯度 分 离 样品 。 

6) 计算 氢 基 酸 组 成 。 


评价 
用 次 氯 酸 盐 和 荧光 试剂 OPA 进行 在 线 柱 后 衍生 化 消除 了 手工 准备 的 步 又， 而 且 ， 


它 提供 了 在 低 皮 腐 子 时 的 最 优 再 现 率 和 灵敏 度 。 这 种 分 析 仪 通过 改造 可 进行 柱 前 衍生 化 
和 样品 纯化 。 


15.4 和 毛 基 酸 组 把 计算 


1) 用 100pmol 氨基 酸 标准 品 混合 物 校 正 氨基 酸 分 析 仪 。 氨 基 酸 标准 品 分 离 后 ， 每 个 峰 
的 面积 相当 于 100pmol。 
2) 被 分 析 样 品 中 的 不 同 氨基 酸 的 量 与 氨基 酸 标准 品 混合 物 的 量 (如 100pmol) 进行 比 
较 。 
3) 如 果 标 准 品 混合 物 含有 每 种 氨基 酸 各 100pmol， 那 么 每 一 种 氨基 酸 的 量 用 以 下 公式 进 
行 计算 
HE Se FRR * 100 = X(pmol) 
4) 如 果 被 分 析 的 蛋白 质 的 分 子 量 未 知 ， 只 可 以 确定 被 分 析 的 样品 的 Mol% Mol% 可 按 
以 下 公式 计算 : 
被 分 析 氨 基 酸 的 pmol x 分 子 量 
RA A AD EE Amol x 分 子 量 ) x 100 = Mol% 
5) 如 果 被 分 析 的 蛋白 的 分 子 量 已 知 ， 则 可 按 以 下 方法 计算 氨基 酸 组 成 : 
每 一 种 氨基 酸 的 的 重量 经 Mol% 与 蛋白 分 子 量 相 乘 后 确定 。 氨 基 酸 残 基数 用 氨基 酸 
的 分 子 量 相 除 后 决定 。 
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蛋白 量 是 以 所 有 氨基 酸 的 pmol 量 的 总 和 除 以 所 有 的 氨基 酸 残 基数 后 得 出 。 只 有 在 
分 子 量 已 知 时 才 可 能 确定 被 分 析 蛋 白 的 浓度 。 


15.5 ARATE 


通过 氨基 酸 分 析 可 以 确定 以 下 内 容 : 
。 单个 氨基 酸 的 摩尔 百分比 。 
。 如 果 分 子 量 已 知 ， 可 知道 氨基 酸 的 组 成 〈 氨 基 酸 残 基数 /mol)。 
。 蛋白 浓度 ， 如 pmol. 
。 蛋白 纯度 。 当 全 部 是 氨基 酸 时 ， 那 么 该 样品 是 纯 的 ， 否 则 样品 被 污染 了 。 
。 利用 和 蛋白 数据 库 进 行 均 一 性 研究 。 


15.6 tO 


1) 使 用 与 分 离 柱 同 样 材料 的 预备 柱子 (2 ~ 4mm) 相连 的 柱子 。 

2) 在 第 一 次 使 用 前 ， 用 80% 甲醇 水 溶液 去 除 所 有 的 杂质 ， 然 后 用 缓冲 液 平 衡 2 小 时 。 
用 第 二 天 将 使 用 的 缓冲 液 清 洗 过 夜 ， 在 两 小 时 内 缓冲 液 B 的 梯度 由 0% - 80%B。 保 
持 流速 在 0.5ml/ 分 钟 。 

3) 用 无 样品 的 空白 梯度 来 检查 柱子 的 纯度 。 

4) 用 氨基 酸 标 准 品 测定 柱 效 。 

5) 将 样品 溶液 注射 到 样品 缓冲 液 中 进行 OPA 衍生 化 或 注射 FMOC、dabsyl 衍生 化 的 样 
品 ， 或 者 进行 NBDCI 衍生 化 。 

6) 如 果 色 谱 图 中 出 现 “ 鬼 峰 ”(“ 假 峰 -)， 那 么 就 按 以 下 方法 进行 柱子 的 再 生 : 


一 用 水 洗 柱 获得 稳定 的 基线 
一 注射 4x200wl DMSO (二 甲 基 亚 砚 ) 
一 用 100ml 水 洗 柱子 


一 用 甲醇 替代 水 ， 冲 洗 柱 子 至 获得 稳定 基线 (A 100m]) 
一 用 氯仿 蔡 代 甲醇 ， 洗 掉 所 有 杂质 
一 重复 用 甲醇 洗 柱 (100ml) 以 获得 稳定 基线 
一 用 起 始 缓冲 液 平衡 柱子 
一 注射 氨基 酸 标准 品 混和 物 检 测 柱子 的 分 辩 率 
7) 柱子 用 甲醇 清洗 后 即 可 保存 。 


15.7 ”结果 及 讨论 


利用 HPLC 进行 氨基 酸 分 析 是 一 种 快速 且 灵 敏 度 高 的 方法 。 适 宜 的 试剂 选择 依赖 于 
应 用 的 领域 和 问题 的 性 质 。 两 个 参数 是 决定 性 的 ， 即 灵敏 度 和 速度 。 尽 管 获 光 试剂 如 
OPA 和 FMOC 在 确定 仲 胺 和 色 氨 酸 时 有 一 定 的 局 限 性 ， 但 可 以 获得 最 高 的 灵敏 度 。dab- 
syl-Cl 能 够 确定 所 有 的 氨基 酸 ， 包 括 半 胱 氨 酸 和 且 氨 酸 ， 但 分 析 的 灵敏 度 降低 ， 柱 子 的 
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寿命 也 短 。 在 研究 实验 室 中 ， 由 于 样品 的 量 是 有 限 的 ， 而 且 重 复 分 离 新 的 样品 需要 花费 
数 月 的 时 间 ， 所 以 高 的 灵敏 度 是 很 重要 的 ， 因 此 必须 采用 新 的 灵敏 度 高 的 方法 。 快 速 和 
自动 化 的 方法 对 于 临床 应 用 和 食品 以 及 动物 饲养 工业 方面 是 非常 重要 的 。 对 于 常规 方法 
来 说 ， 实 用 性 更 重要 。OPA 衍生 化 是 最 简单 的 技术 ， 由 于 它 需 要 很 少 的 操作 步骤 ， 且 全 
自动 化 。 特 异性 、 线 性 以 及 精确 性 对 于 常规 方法 来 说 也 是 很 重要 的 标准 。 用 OPA 衍生 
化 是 最 具 特 异性 的 方法 。 为 此 ， 所 有 其 他 试剂 都 可 导致 副 产 物 的 产生 ， 而 这 些 副 产物 会 
破坏 感 兴趣 的 氨基 酸 分 离 和 鉴定 。 所 有 的 反应 条 件 都 必须 进行 优化 ， 以 提供 可 靠 的 线性 
反应 。 精 确 度 依 赖 于 定量 方法 和 滞留 时 间 的 稳定 性 。 仔 细 校 正 仪 器 ， 选 择 综合 参数 以 便 
正确 鉴定 色谱 图 中 不 同 峰 ， 这 些 都 是 非常 重要 的 。 一 个 衍生 化 反应 的 最 高 精确 度 只 有 在 
一 个 完全 自动 化 的 系统 中 才能 获得 。 用 次 氯 酸 盐 和 荧光 试剂 OPA 进行 在 线 柱 后 衍生 化 
消除 了 手工 准备 步骤 ， 且 提供 了 在 低 pmol 浓度 时 的 最 优 再 现 性 和 灵敏 度 。 用 次 氯 酸 盐 
和 OPA 两 步 反 应 的 结合 使 用 能 够 确定 主要 氮 基 酸 和 次 要 氨基 酸 。HPLC 和 柱 后 衍生 化 的 
结合 提供 了 对 于 常规 定量 分 析 所 必须 的 高 再 生 率 、 高 精确 度 、 高 速度 以 及 高 灵敏 度 。 

尽管 新 的 氨基 酸 分 析 方 面 的 技术 发 展 已 经 到 了 fmol 水 平 ， 但 是 被 分 析 样 品 中 的 污 
染 物 仍 限 制 了 高 灵敏 度 的 分 析 。 在 未 来 ， 研 究 减少 样品 背景 的 样品 制备 方法 是 非常 重要 
的 。 只 有 纯 的 ， 无 盐 的 样品 才能 保证 pmol 水 平 (否则 分 析 的 是 杂质 ， 而 不 是 样品 ) 的 
氨基 酸 分 析 的 可 靠 性 。 


(KF 译 饶 子 和 校 ) 
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用 HPLC 进行 D- 和 工 -氨基 酸 定量 分 析 


D. Vollenbroich, K. Krause 


eed = 


在 蛋白 质 中 ， 只 有 工 -氨基 酸 异 构 体 的 形式 存在 ， 但 在 大 多 数 有 机 体 中 ，D -氨基 酸 
既 作为 多 肽 的 结构 元 素 ， 也 以 游离 的 形式 存在 。D -氨基 酸 的 酶 合成 广泛 分 布 在 微生物 
中 ， 在 细菌 细胞 壁 的 装配 或 次 生 代 谢 物 ， 如 抗生素 等 的 生物 合成 中 出 现 。 从 这 些 来 源 
中 ，D - 氮 基 酸 进 入 了 动物 、 植 物 、 食 物 以 及 饮料 中 。 因 此 ，D - 氮 基 酸 浓 度 的 确定 在 多 
肽 的 研究 、 药 物 以 及 食物 技术 领域 也 是 有 用 的 。 

为 了 分 离 工 -氨基 酸 ， 柱 前 衍生 化 与 高 效 液 相 色 谱 (HPLC) 相 结合 是 最 常用 的 方法 
之 一 。 这 种 方法 也 可 以 用 于 D -氨基 酸 和 世 - 氮 基 酸 的 分 离 和 定量 。 所 有 主要 的 D -氨基 
酸 和 工 -氨基 酸 的 衍生 化 都 可 以 用 OPA 和 硫 醇 来 进行 (Roth 1972) ， 通 过 荧光 检测 将 灵 
敏 度 提高 到 fmol 水 平 。 这 种 了 衍生 化 技术 很 容易 进行 ， 而 且 还 具有 时 间 短 、 衡 生化 产 率 
高 的 优点 〈 详 见 第 15 章 )。 为 了 获得 光学 异 构 体 的 高 色谱 分 辨 率 ， 非 对 称 环境 的 引入 是 
必须 的 (Manning and Moore 1968; Hare and Gil-Av 1979)。 可 以 通过 利用 OPA 和 N- 异 丁 
酰 - 工 - 半 胱 氨 酸 或 N- 异 丁 酰 -D- 半 胱 氨 酸 作为 硫 醇 ， 形 成 一 个 荧光 双 肽 异 呀 吕 ， 将 每 
种 氨基 酸 进行 分 子 内 转换 形成 非 对 映 异 构 体 来 达到 (dipeptidic isoindole) — ( Brickner 
1991): 


CHO CH | I | 

H 的 

OX x ee + OG A ia altos (a 
CHO 


ibe O 
S 2H, O 
R CH, O CH, 
| 4 qo 
i Sag 
R 


OPA ATER N- 异 丁 酰 -L- 半 胱 氨 酸 


这 里 介绍 一 种 快速 而 易 行 的 反 相 HPLC 方法 ， 只 需 一 步 高 分 辩 率 的 色谱 分 析 且 检测 
极限 是 在 pmol 水 平 ， 就 几乎 可 将 所 有 的 蛋白 质 工 -氨基 酸 从 它们 的 D - 异 构 体 中 分 离 出 
来 (Briickner 1991，1992)。 这 种 方法 可 进行 全 自动 分 析 ， 获 得 比 手工 操作 更 高 的 再 现 
FE, GR UK BR AE A AR FF HRA BE PE HK OPA 衔 生化。 因此， 为 了 分 析 
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这 些 次 要 的 氨基 酸 ， 在 衍生 化 之 前 有 必要 进行 额外 的 氧化 步骤 并 单独 运行 一 次 分 离 色 谱 
以 分 析 这 些 次 要 氨基 酸 。OPA/ 异 丁 基 - 半 胱 氨 酸 系统 也 不 适 于 半 胱 氨 酸 的 确定 ， 因 产生 
低 荧光 强度 的 干扰 峰 (Brikner 1991)。 为 了 克服 这 个 问题 ， 使 用 了 手 性 静止 相 (chiral 
stationary phase) (Merino 1990) 、 手 性 洗 脱 (chiral elution) (Hare and Gil-Av, 1979) 或 其 
他 非 对 映 体 双 肽 等 方法 (Manning and Moore 1986). Xt, Lindner (1988) 曾 进行 了 概 
述 。 


16.2 材 KS 

仪 器 

— HPLC 梯度 系统 包括 : 荧光 检测 器 、 整 合 器 (integrator), HF MAL RHA. 

一 可 选 : 具有 衍生 化 功能 的 自动 加 样 器 。 

一 HPLC 柱 ， 反 相 Cs，250mmx4.6mm， 直 径 4m，60A， 如 Nova-Pak (Waters, Milford, 
MA，USA) 

一 可 选 : 保护 柱 ， 反 相 Cs ，10mmx3.9mm， 直 径 4um, 60A, 4] Nava-Pak (Waters, Mil- 
ford, MA, USA) 

— OPA/# J 2£- L--F RAR ERT iA (ON Pierce, Rockford, IL, USA; 或 GROM, 
Herrenberg, Germany), 5 J 4&- L-¥* HEA Rik Fl WH MEG EA Briickner 说 明 
(1991) 

— D-, -氨基 酸 标准 品 (如 Sigma, Deisenhofen, Germany; 或 GROM, Herrenberg, Ger- 
many ) 

一 内 部 标准 品 ， 如 工 -高 精 氨 酸 (ICN, Meckenheim, Germany), 2% L-iE4AM (Sigma, 
Deisenhofen, Germany) 


缓冲 液 


一 衍生 化 缓冲 液 : lmolL 的 硼酸 缓冲 液 (pH10.7): 称 61.8g 硼酸 ， 稀 释 到 近 800ml 的 
去 离子 水 中 , 用 KOH 调节 pH 值 后 ， 用 去 离子 水 定 容 到 1L。 检 测 极 限 主要 受 衍 生 
化 缓冲 液 的 硼酸 质量 的 影响 。 高 灵敏 度 的 分 析 要 使 用 超 纯 级 的 硼酸 ， 如 Suprapur 
(Merk，Darmstadt，GCermany)。 这 种 缓冲 液 应 放置 在 室温 以 防 结晶 。 

— OPA 试剂 : 在 使 用 前 用 衍生 化 的 缓冲 液 直接 稀释 OPA/N - 异 丁 酰 - 工 - 半 胱 氨 酸 衍生 化 
试剂 到 终 浓度 260mmol/L 的 N- 异 丁 酰 - 工 - 半 胱 氨 酸 和 170mmol/L 的 OPA， 或 根据 厂 
家 说 明 书 进行 。 将 OPA 试剂 放置 在 - 20Y 至 多 2 天 ， 最 好 现 用 现 配 。 

— YEAR A: 23mmol/L 的 栈 酸 钠 缓冲 液 (pH6.0): 称 1.88g 醋酸 钠 ， 溶 解 于 约 800ml 的 
去 离子 水 中 ， 用 醋酸 调节 pH 值 ， 最 后 用 去 离子 水 定 容 到 IL, 

一 洗 脱 剂 B: 600ml 甲醇 与 S0ml AARIEA. 

一 洗 脱 剂 应 过 滤 〈0.4Sum 滤 膜 )， 并 用 水 和 泵 、 超 声波 或 自动 化 的 抽 气 器 ， 如 ERMA (Ja- 
pan，Alteglofsheim， 德 国 ) 进行 抽 气 。 乙 且 是 一 种 致癌 剂 ， 避 免 吸入 或 与 皮肤 接触 。 
在 洗 脱 剂 准备 过 程 中 ， 使 用 一 个 排 烟 曾 ， 并 将 装 洗 脱 剂 的 瓶 及 废 液 瓶 拧紧 。 由 于 使 
用 这 种 有 毒物 质 而 产生 的 废弃 物 应 适当 处 理 。 

mw 


16.3 试验 步骤 
样品 准备 


氨基 酸 必须 以 游离 态 存在 ， 这 种 氨基 酸 可 通过 乙醇 抽 提 及 蛋白 和 多 肽 完全 水 解 后 获 
得 。 为 了 保持 峰 面积 与 浓度 的 比例 在 线性 范围 内 ， 样 品 中 每 种 氨基 酸 的 总 量 不 能 超过 
Snmol。 样 品 应 该 无 盐 。 
1) 将 反应 管 加 上 样品 溶液 。 
2) 去 除 真 空 器 中 的 溶剂 。 
3) FA O.1mol/L HCl 稀释 样品 到 近 :200pmol/ls 
4) 氨基 酸 标 准 品 溶液 应 含有 甘氨酸 和 D- 和 上 世 L- 氢 基 酸 及 工 -正统 氢 酸 或 工 -高 精 氨 酸 作 

为 内 部 标准 品 ， 在 0.1molL HC] 中 其 浓度 为 200pmol/ 癌 。 


衍生 化 

1) 将 2SJl 的 氨基 酸 溶液 转移 到 新 反应 管 中 。 

2) 按 13:1 的 比例 混合 溶液 和 OPA 试剂 。 关 闭 反 应 管 ， 小 心 旋涡 振 功 ， 并 将 混合 物 在 
25°C frift 90 秒 。 

3) 衍生 化 后 立即 注射 10M 样品 到 HPLC 系统 。OPA 本 生物 只 稳定 约 2 分 钟 。 作 为 自动 
加 样 器 的 一 部 分 的 衍生 化 设备 ， 如 购 自 Spark Holland 的 Promis I 用 于 加 样 可 以 改进 


再 现 率 。 这 类 全 自动 化 的 系统 将 样品 和 衍生 化 试剂 在 样品 环 及 注射 针 中 混合 ， 一 定 
程控 反应 时 间 后 注 和 人 HPLC 系统 。 


色谱 过 程 及 评价 


1) 洗 脱 流速 : lml/min。 

2) 荧光 检测 器 : 300nm 激发 ，445nm 发 射 。 

3) 以 线性 梯度 分 离 氨基 酸 ， 在 75 分 钟 内 ， 由 0% 洗 脱 剂 B 到 53.5% MHA Bo A 
100% 洗 脱 剂 B 洗 柱子 10 分 钟 ， 再 用 100% 洗 脱 剂 A 平衡 5 分 钟 。 

4) 柱 温 保持 在 30T. 

5) 氨基 酸 的 浓度 计算 是 根据 样品 中 氮 基 酸 峰 面积 和 相应 的 同样 条 件 下 分 离 的 氨基 酸 标 
准 品 相 比较 或 与 内 部 标准 相关 (在 第 15 章 中 提供 了 较为 详细 的 描述 )。 荧 光 信 和 号 强 
度 依 赖 于 异 构 体 形式 。 在 这 种 方法 中 ， 从 工 -所 基 酸 获得 的 非 对 映 异 构 体 与 D - 异 构 
体 相 比 ， 通 常 表现 出 荧光 信和 号 降低 。 因 此 ， 异 构 体 的 比例 应 该 用 荧光 因子 下 和 定量: 


D -氨基 酸 的 峰 面 积 
EL -氨基 酸 的 峰 面 积 


6) 荧光 因子 了 的 计算 是 根据 以 外 消 旋 氨 基 酸 混合 物 的 荧光 信号 作为 几 次 测量 的 平均 值 
来 计算 。 

7) 在 计算 对 映 体 比 例 之 前 ， 用 相应 的 荧光 因子 下 乘 以 所 有 从 工 -氨基 酸 接受 到 的 荧光 信 
号 。 如 果 能 从 积分 氨基 酸 标 准 品 色谱 图 中 所 获得 的 浓度 值 计 算 这 个 比例 ,那么 就 没 
必要 做 此 计算 。 
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16.4 结果 及 评论 


的 


图 16.1 是 用 OPA/ 手 性 硫 醇 技 术 衍生 化 ， 将 几 种 所 有 来 自 蛋 白质 的 工 -氨基 酸 从 相 
应 的 .D -氨基 酸 对 映 体 及 非 手 性 甘氨酸 完全 分 离 的 洗 脱 图 。 所 有 的 非 对 映 体 氨 基 酸 衍生 
物 几乎 是 由 简单 的 线性 梯度 来 决定 基线 的 。 生 理 氨 基 酸 的 对 映 体 可 以 以 同样 的 方法 分 
离 。100pmol 的 异 叫 唆 衍 生物 可 用 高 精度 的 荧光 信和 号 峰 面 积 积分 进行 常规 定量 。 全 自动 
化 系统 的 再 现 率 超过 99.8% 。 这 些 事实 表明 这 种 方法 适 于 大 范围 的 L- 和 D -游离 氨基 
酸 的 检测 和 定量 。 图 16.2 所 示 为 一 个 实例 ， 是 对 微生物 合成 的 脂 肽 抗生素 进行 的 氨基 
酸 组 成 分 析 。 从 标准 色谱 图 计算 得 到 的 荧光 因子 了 (图 16.1) 表明 来 自 于 工 -和 D- 对 映 
体 的 获 光 信和 号 的 不 等 性 。 因 此 ， 这 些 因子 对 于 样品 中 氨基 酸 的 组 成 计算 的 校正 是 很 必要 
， 如 样品 枯草 菌 表面 活性 剂 的 肽 部 分 的 氨基 酸 组 成 。 


| 氨基酸 | Asp | Glu | Ser | His | Ala | Arg | Tyr | Val | Met | Phe | Leu | Ile | Lys | 


荧光 因子 (F) .950|. 117 |1. 078]1. 07011. 117 1. 140}1. 116 Jo. 96]1. 234 0. 881 0, 905)0. 9551. 085 
0.5 
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16.1 用 OPA 和 N- 异 丁 酰 - 工 - 半 胱 氨 酸 衍生 化 后 工 -氨基 酸 和 D- 氢 基 酸 标准 品 分 离 结果 。 
注射 了 14 对 氨基 酸 对 映 体 〈10ul 中 各 含 每 种 直 -= 和 D -氨基 酸 Inmol)。 氢 基 酸 以 线性 梯度 洗 脱 ， 
缓冲 液 为 甲醇 / 乙 有 睛 (600ml + 50ml) 的 醋酸 钠 缓 冲 液 (23mmol/L, pH6.0), 7E 75 分 钟 内 由 0% 
3B) 53.5% HF R/CAA. AM inte in IER AR (lnmol)。 
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D-Leu ”CH3(CH;)ioCHCH2CO-LGlu-tLeu 
1 1 
O DLeu 
| 1 
L-Leu LLeu—oLeu - LAsp 一 LVal 


L-Val 


预期 的 | 测量 的 


20 60 


40 
时 间 《〈 分 ) 


图 16.2 来 自 于 枯草 芽孢 杆菌 〈Bacius subtilis) 的 枯草 菌 表面 活性 剂 ， 一 种 脂 类 七 肽 〈lipo- 
heptapeptide) 抗生素 的 分 离 结果 。 所 有 的 分 离 条件 如 图 16.1 所 述 。 注 射 了 大 约 lnmol 的 水 解 
的 枯草 菌 表面 活性 剂 。 对 映 体 的 比例 是 根据 图 16.1 所 示 的 荧光 因子 了 计算 的 。 


16.5 “疑难 解析 


温度 对 峰 的 分 辩 率 具有 明显 的 影响 。 一 般 的 规则 是 “温度 越 高 ， 分 辩 率 越 高 ”， 这 
也 适用 此 种 情况 下 。 要 知道 如 果 在 色谱 过 程 中 使 用 较 高 的 温度 ， 可 能 会 发 生 外 消 旋 化 。 
在 某 些 情况 下 ， 具 有 可 以 闭 转 每 种 氨基 酸 的 D- 和 工 - 对 映 体 对 的 洗 脱 顺 序 的 优点 。 用 
OPA/ 异 丁 酰 -D- 半 胱 氨 酸 很 容易 进行 衍生 化 〈Briikner 1991)。 加 0.01% (w/v) BAL 
钠 或 可 买 到 的 保存 缓冲 液 到 洗 脱 液 A 中 ， 以 防止 微生物 污染 。 


( 杨 Bie 饶 子 和 校 ) 
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蛋白 质 中 半 胱 妥 酸 残 基 与 二 硫 键 的 鉴别 


T. A. Egorov 


二 | = 


AF it AR FE HY Sit HE SP A EI ERE P RRNA, SAI. MAL, 
烷 化 、 氧 化 反应 和 莹 基 - 二 硫 键 交 换 等 反应 。 劳 基 可 以 迅速 与 重金 属 反应 ， 在 光照 下 分 
解 。 在 诸如 半 胱 氨 酸 类 酶 中 ， 和 综 基 对 蛋白 质 的 生物 活性 起 重要 作用 。 在 铁 盐 或 其 他 温和 
氧化 剂 存在 下 ， 这 种 特别 活泼 的 基 团 十 分 容易 被 空气 中 的 0, 氧化 为 二 硫 键 。 氧 化 产物 
是 胱 氨 酸 ， 在 胱 氨 酸 中 二 硫 键 在 两 个 半 胱 氨 酸 残 基 间 形 成 一 个 共 价 桥 。 二 硫 键 可 以 被 还 
原 齐 分开， 例如 琉 基 乙醇 或 二 硫 苏 糖 醇 ， 分 开 二 硫 键 后 由 胱 氨 酸 产生 两 个 半 胱 氨 酸 分 
Fo 

在 这 里 ， 简 单 介绍 一 下 两 个 鉴定 蛋白 质 中 半 胱 氨 酸 残 基 和 二 硫 键 的 方法 。 这 些 选 择 
性 分 离 方法 的 优点 是 : 

。 由 于 方法 具有 选择 性 ， 含 有 半 胱 氨 酸 的 多 肽 可 以 从 大 而 复杂 的 蛋白 质 中 有 效 地 分 离 

与 鉴定 出 来 。 

。 即使 是 玻 水 蛋白 质 分 子 ， 如 膜 蛋 白 ， 也 可 以 很 容易 用 酶 降解 。 


17.2 原理 与 应 用 
17.2.1 共 价 层 析 法 鉴别 蛋白 质 中 的 半 胱 氨 酸 残 基 


人 们 提出 了 一 些 鉴 别 蛋 白质 中 半 胱 氨 酸 残 基 的 方法 ， 这 些 方法 是 基于 对 这 些 氨基 栈 
残 基 做 选择 性 标记 。 但 是 ， 这 些 方 法 中 没有 十 分 有 效 的 ， 特 别 是 对 较 大 的 蛋白 和 (或 ) 
膜 蛋白 。Egorov 等 人 在 1975 年 提出 用 共 价 层 析 法 分 离 含 半 胱 氨 酸 多 肽 的 选择 性 方法 。 
这 个 方法 的 原理 是 蛋白 质 中 自由 的 琉 基 通过 琉 基 -二 硫 键 交换 反应 与 不 溶性 的 支持 物 
(thiopropyl Sepharose 6B， 图 17.1) 共 价 结合 ， 然 后 用 酶 降解 固定 化 的 蛋白 (A 17.2). 
如 果 和 蛋白 分 子 中 有 几 个 半 胱 氢 酸 残 基 ， 则 将 有 多 位 点 结合 。 含 有 半 胱 氨 酸 的 多 肽 将 结合 
到 支持 物 上 ， 酶 解 后 ， 不 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 (Ast 1) 通过 漂洗 可 以 除去 ， 而 含 半 胱 氨 
酸 的 多 肽 则 可 以 通过 还 原 反应 从 支持 物 上 分 离 出 来 (组 分 2)。 所 得 到 的 组 分 2 含有 : 
含 半 胱 所 酸 的 多 肽 、 过 量 的 还 原 剂 和 2 - 琉 基 吡啶 (2-thiopyridone)。 组 分 2 和 盐分 可 以 
经 过 脱盐 和 (ak) RA HPLC 分 离 。 注 意 : 在 这 一 步 ， 较 小 的 亲 水 多 肽 可 能 会 丢失 。 由 
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于 过 量 的 琉 基 吡啶 可 以 抑制 琉 基 的 烷 化 ， 所 以 只 有 在 脱盐 步骤 后 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 才 可 
以 被 烷 基 化 。 在 210 ~ 214nm 与 254nm 两 个 波长 监测 S- 乙 基 吡 啶 化 的 多 肽 可 以 帮助 进 一 
步 检测 这 些 肽 。 下 面 描 述 的 操作 程序 是 对 上 述 方法 的 进一步 修正 ， 它 适合 于 微克 级 的 蛋 
白 样 品 分 析 。 

Matrix—O—CH,—CH—CH,—s—s—<__ 》 


| 
OH 


图 17.1 Thiopropyl Sepharose 6B 分 子 的 部 分 结构 。 该 试剂 是 一 个 含 2-HEMELRPAARA 
的 二 硫化 物 ， 这 保护 基 团 通过 化 学 稳定 的 醚 键 连接 到 琼脂 糖 (sepharose) 上 。 在 不 损坏 基质 的 
条 件 下 ， 不 会 发 生 泄漏 。 分 子 中 的 2 -羟基 两 基 残 基 为 亲 水 隔离 基 团 。 每 毫升 thiopropyl Sepha- 
rose 6B 胶 中 约 含 有 20pmol 2 -吡啶 二 硫化 物 基 团 。 不 同 蛋 白 分 子 的 偶 联结 合 能 力 不 同 。 血 浆 铜 
蓝 蛋 白 (MW132 | 000) 的 典型 值 是 14mg/ml 胶 。 商 品 化 的 -thiopropyl Sepharose 6B 是 以 冻 干 粉 状 
SHEN 〈1g 冻 干 粉 溶 胀 后 体积 约 为 3m)。 加 上 添加 剂 可 保护 膨胀 的 特性 。 


Matrix—s—s—<__> + Protein-SH->Matrix—S—S—Protein + <2 


| 
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| 本 
Matrix—S—S—Peptide 一 ~ Matrix—S—S—Peptide(s) + Peptides 
RSH 
Matrix—S—S—Protein(s) 一 ~ Matrix—SH + SH—Peptide(s) + R-—S—S—R 


17.2 含苞 基 蛋 白 在 活化 的 thiopropyl Sepharose 6B 上 的 共 价 层 析 和 含 半 胱 氨 酸 多 肽 选择 性 分 
离 的 反应 过 程 。 


17.2.2 ”二 硫 键 的 鉴定 


在 蛋白 质 中 ， 与 二 硫 键 连接 相关 的 半 胱 氨 酸 残 基 的 数量 可 以 通过 对 其 还 原 和 烷 基 化 
反应 前 后 的 质量 分 析 来 确定 (Egorov 等 人 于 1994 年 提出 )。 首 先 分 开 完 整 蛋白 的 胱 氨 酸 
残 基 (在 S-S- 之 间 )， 然 后 根据 氨基 酸 组 成 、 顺 序 、 质 量 确定 含 二 硫 键 的 多 肽 ， 就 可 以 
确定 蛋白 质 中 二 硫 键 的 位 置 (更 广泛 的 参考 资料 和 确定 蛋白 质 中 二 硫 键 的 其 他 方法 请 参 
看 Gray 1993)。 二 硫 键 的 分 析 涉 及 到 下 面 几 步 : 
完整 蛋白 分 子 的 烷 基 化 《以 防 有 自由 的 琉 基 ) 

化 学 法 或 酶 解法 分 解 蛋白 分 子 

。 在 pH=2 的 条 件 下 ， 用 反 相 HPLC 分 离 分 解 产物 
。 多 肽 组 分 的 还 原 与 烷 基 化 反应 以 及 产物 分 离 

© 烷 基 化 多 肽 的 序列 测定 和 (或 ) 氨基 酸 组 成 分 析 
。 二 硫 键 连接 片段 的 计算 机 或 人 工 排序 


17.3 含 半 胱 氨 酸 肽 的 分 离 


下 述 方案 适合 于 lmg 蛋白 样品 。 步 又 主要 有 : 
一 样品 的 准备 
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一 固定 

一 结合 物 的 酶 解 

— fk (Cys) 的 分 离 
一 肽 〈(Cys* ) 的 分 离 
— fk (Cys*) 的 烷 基 化 
一 多 肽 的 反 相 HPLC 


17.3.1 材 # 
试 剂 


一 thiopropyl Sepharose 6B: 大 约 45ml 溶 胀 的 凝 胶 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) 或 约 
15ml (Sigma, St. Louis, USA) 

— aldrithiol-2 (2，2'- 二 吡啶 基 二 硫化 物 ，DPDS; 2，2'- 二 一 基 吡 啶 ; Aldrich, Milwau- 
kee, USA) 

一 4- 乙 烯 基 吡 啶 (Aldrich Milwaukee, USA) 

一 2 ABS (Promega, Madison, USA) 

— #PARAM (ultra grade; Sigma, St. Louis, USA) 

— Tris #% (TRIZMA, ultra grade, Sigma, St. louis, USA) 


缓冲 液 


一 缓冲 液 A 〈 偶 联 / 烷 基 化 缓冲 液 ): O.5mol/L Tris 溶 于 6molL # WALA lmmolL EDTA 
(pH7.6) 中 

一 缓冲 液 B 〈 胰 蛋白 酶 及 其 他 相关 酶 的 消化 缓冲 液 ): O.1mol/L Tris (pH7.6) 

一 缓冲 液 C (漂洗 缓冲 液 ): BPR BMF 0.5mol/L NaCl 中 

一 缓冲 液 D GARB MR): 缓冲 液 B 溶 于 0.5SmoyL NaCl 和 0.1lmoyL DTT 中 

一 缓冲 液 E (保存 缓冲 液 ): O.1mol/L BRB (pH5.5), F0.1%RALH 


HPLC 溶剂 


一 溶剂 A: 0.1% 三 氟 乙 酸 (TFA) 
一 溶剂 B: 0.08% TFARBAZAa 


17.3.2 FA 
样品 准备 


1) 固定 前 蛋白 分 子 的 还 原 反 应 〈 仅 对 含有 二 硫 键 的 蛋白 ): 蛋白 溶解 于 300ul 缓冲 液 A 
中 。 加 入 10w DIT 溶液 (1.4 (mol/pl), 37C, ROE 4 小 时 或 室温 过 夜 。 

2) FA “Ra” CARRE 〈 即 洗 脱盐 分 之 后 ， 在 15 分 钟 内 从 10% B 到 60% B) ARH 
HPLC 进行 蛋 蝗 脱 盐 〈 适 用 于 任何 样品 ) 。 在 214nm、254nm 或 280nm 检测 蛋白 组 分 ， 
然后 用 真空 离心 蒸发 浓缩 器 干燥 。 
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枪 头 〈 小 ) 柱子 (tip column) 


1) 准备 枪 头 〈tip) HF: 从 lml Gilson 型 枪 头 切 下 lmm， 插 入 小 片 玻璃 /羊毛 棉 用 作 过 
滤器 。 

2) 连 一 个 2~ Sml 带 聚 乙 炳 或 聚 四 氟 乙 炳 管 的 塑料 注射 器 〈 大 约 lmm 内 径 ，100mm 长 ) 
到 柱子 上 ， 用 聚 硅 氧 烷 或 聚 乙 炳 管 作 接口 。 

3) 以 100pl 为 单位 给 柱子 标 刻度 。 


Thiopropyl-Sepharose 6B 的 准备 


1) 称 150mg thiopropyl Sepharose 6B 凝 胶 干 粉 放 人 到 含 4 ~ Sml 水 的 烧杯 或 烧瓶 里 ， 轻 轻 
搅拌 后 放置 15 分 钟 〈 偶 然 搅拌 ) ， 倒 出 上 清 液 。 

2) 加 入 lml 水 ， 轻 轻 混合 ， 用 吸 液 器 把 悬浮 物 转移 到 小 层 析 柱 。 用 注射 器 除去 过 量 的 
液体 ， 但 不 要 吸 和 干 ， 同 时 要 避免 在 胶 内 产生 气泡 ， 如 有 气泡 则 要 重新 悬浮 凝 胶 。 将 
剩余 的 凝 胶 转 人 柱子 ， 除 去 过 量 液体 . 

3) 用 3 x 500 风 缓冲 液 A 平 衡 层 析 柱 。 用 注射 器 除去 过 量 缓冲 液 ， 避 免 气泡 。 


固 定 


1) 用 lml 注射 器 替换 小 柱子 注射 器 。 

2) 固定 前 ， 用 300Ml 缓冲 液 A 溶解 干 的 蛋白 样品 。 将 蛋白 样品 加 入 层 析 柱 ， 小 心 推拉 
注射 器 活塞 ， 混 合 至 约 5300 中， 避免 产生 气泡 。 

3) 每 20 分 钟 混 合 一 次 ， 持 续 4 小 时 。 混 合 的 操作 方法 同步 骤 2 。 

4) 用 注射 器 除去 液体 。 用 3 x 100ml 的 缓冲 液 A 洗涤 凝 胶 。 如 需要 进一步 分 析 ， 收 集 被 
结合 的 冲洗 物 ， 该 组 分 含有 非 结合 蛋白 。 

5) FAS x 200u] 的 缓冲 液 A FERRER, EHUD. 
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1) ASx200p1 的 缓冲 液 B 平衡 结合 物 ， 除 去 过 量 的 缓冲 液 。 

2) 加 入 200p] 酶 液 ， 用 注射 器 混合 胶 。 

3) 用 封口 膜 紧 紧 地 密封 柱子 ， 把 柱子 放 人 温度 自动 调 温 器 里 ，37% 放 置 1~4 小 时 。 

4) 用 注射 器 除去 液体 ， 用 3 x 200 风 缓冲 液 C 冲洗 胶 。 如 果 需 要 进一步 的 分 析 ， 应 该 收 
集结 合 的 组 分 〈 组 分 1， 不 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 )。 

5) FA 2 ~ Sml 注射器 替换 lml 注射 器 ， 用 5 x 300ml 缓冲 液 C 再 冲洗 胶 ， 丢 弃 洗 脱 物 。 

6) 用 lml 注射 器 替换 掉 2 ~ Sml 注射 器 ， 加 入 900 风 缓冲 液 D。 用 注射 器 除去 约 50ul 液 
体 ， 放 置 30 分 钟 。 

7) 从 柱子 慢 慢 除 去 液体 ， 收 集 该 组 分 (组 分 2， 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 )。 

8) 用 Sx300ul 的 缓冲 液 C 冲洗 胶 ， 丢 弃 洗 脱 液 。 


Thiopropyl Sepharose 6B 的 再 生 


1) 把 2mg 的 2，2'- 二 吡啶 硫化 物 (DPDS) WF 2ml CREP, FA 3ml 缓冲 液 B 稀释 。 
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2) 用 6x0.5ml 的 DPDS 再 生 胶 。 
3) FAS 0.1% BACH 10 x 0.5ml 的 缓冲 液 B 冲洗 胶 。 用 该 缓冲 液 充满 柱 体 。 
4) 用 封口 膜 密封 柱子 ， 放 置 4 已 保存 〈 最 多 1 个 月 )。 


含 半 胱 氨 酸 的 肽 的 反 相 HPLC 


1) 对 于 较 长 的 多 肽 (> 15 ~ 20 个 残 基 )， 用 0%B 或 5% ~ 10%B 平衡 分 析 反 相 柱 ， 流 速 
在 1ml/min， 温 度 为 40Y% ~50C; 在 210~214 nm 监测 。 

2) 把 组 分 2 注 和 柱子， 用 0%B 冲洗 柱子 ， 直 到 所 有 盐分 被 洗 净 。 

3) 开始 走 梯度 ， 如 在 60 分 钟 内 从 0%B 到 40%B， 流 速 为 1Imlymin， 收 集 组 分 。 

4) 在 真空 离心 蒸发 浓缩 器 上 蒸 干 组 分 蛋白 。 


含 半 胱 氨 酸 肽 的 烷 基 化 反应 


1) 把 多 肽 溶 于 40ul 缓冲 液 A 中 ， 

2) 加 入 IDIT (1.4pmol/ 岂 ) ， 放 置 在 氮气 中 反应 10 分 钟 。 

3) 加 入 2 由 按 1:10 用 乙醇 ( 约 2pmol) 稀释 的 4- 乙 烯 基 吡 吓 ， 放 置 反应 10 分 钟 。 

4) 脱盐 和 /或 〈 如 前 所 述 ) 用 反 相 HPLC 迅速 分 离 被 烷 基 化 的 肽 ， 在 210 nm ~ 214nm 和 
254 nm 监测 肽 。 


17.4 和 蛋白质 中 二 研 键 的 鉴别 


此 方案 适合 于 约 100ug 的 和 蛋白质。 


17.4.1 m # 
试 剂 


— 4H (CNBr): Smol/L CNBr Z fi #42 (Aldrich Milwaukee, USA) 或 固体 CNBr (Sig- 
ma, St. Louis, USA) 

_— JR AB (Promega, Madison, USA) 

— 4-Z, EMME (Aldrich Milwaukee, USA) 

一 二 硫 苏 糖 醇 (DIT) (Sigma, St. Louis, USA) 

— Tris (TRIZMA base; Sigma, St. louis, USA) 

一 盐酸 肌 (Sigma, St. Louis, USA) 

一 三 氟 乙 酸 (TFA): HPLC 级 

— Zi: HPLC 级 


缓冲 液 与 溶剂 


缓冲 液 A〈 消 化 缓冲 液 ): O.1mol/L Tris (pH7.6) 
缓冲 液 B ( 烷 基 化 缓冲 液 ): O.1mol/L Tris 溶 于 Smol/L $ HAL Al mmol/L EDTA, 
pH7.6 
- #7. * 


溶剂 A: 0.1%TFA 水 溶液 
溶剂 B: 0.08%TFA MH ZAR 


溴 化 氰 裂解 


1) 将 蛋白 样品 溶 于 100u] 70%TFA 中 。 

2) 加 入 Img CNBr 或 2 由 SmolL CNBr I CARR, FAM, REPRO, Sih 
下 反应 18 小 时 。 

3) 在 真空 离心 蒸发 浓缩 器 上 ， 蒸 干 反应 混合 物 。 

4) 产物 溶 于 50M 缓冲 液 B 中 ， 注 入 分 析 柱 。 

5) 用 乙 且 梯 度 通过 反 相 HPLC 分 离 : 在 60 分 钟 内 从 5% B 升 至 40%B， 流 速 1Iml/min， 
温度 40°, FE 210 ~ 214nm 检测 肽 吸光 度 ，0.1~0.2 的 感度 ， 在 真空 离心 蒸发 浓缩 
器 上 蒸发 收集 到 的 组 分 ; 

6) 把 每 个 组 分 溶 于 40nl 缓冲 液 B 中 ， 加 1 由 (1.4ymol/pl) DTT，37% 反 应 30 分 钟 。 

7) 加 2M 乙醇 ( 约 2pmol) 1: 10 稀释 的 4- 乙 烯 基 吡 吁 ， 置 黑暗 中 反应 10 分 钟 ， 通 过 
向 反 相 柱 中 注入 或 加 lml DIT (如 第 6 步 中 ) 终止 反应 。 

8) 洗 出 过 量 的 试剂 和 副 产 物 后 ， 用 与 第 $ 步 完 全 相同 的 梯度 通过 反 相 HPLC 分 离 被 烷 
基 化 的 肽 。 

9) 把 收集 到 的 组 分 分 成 相等 两 部 分 ， 在 真空 离心 蒸发 浓缩 器 上 蒸发 。 

10) 取 其 中 一 部 分 烷 基 化 的 组 分 用 于 氨基 酸 和 /或 氨基 酸 序列 分 析 。 

11) 通过 计算 机 检测 或 人 工 排序 ， 找 出 用 二 硫 键 连接 起 来 的 片段 。 

12) 当 一 个 片段 (S-S -核心 ) 上 有 两 个 或 更 多 二 硫 键 时 ， 用 下 面 所 描述 的 方法 用 胰 蛋 白 

酶 降解 二 硫 键 连接 片段 。 

13) 把 S-S -核心 溶 于 50m Rip AH, DI lpg RAAB, TE 37°C BEF 4 DAT, 

14) FAC RARE, BOM OWB 到 40%B， 流 速 Iml/ 分 钟 ， 温 度 40°, 54H HPLC 分 离 降 解 

混合 物 。 

15) 收集 组 分 ， 进 行 6~ 12 步 。 


17.5 评价 与 疑难 解析 


。 用 thiopropyl Sepharose 6B 填充 小 tip 柱 ， 操 作 起 来 需要 一 些 经 验 ， 实 验 前 实践 一 下 会 
有 帮助 。 | 

。 如 果 和 蛋白 不 含 二 硫 键 ， 就 不 经 过 还 原 步骤 。 

。 如 果 和 蛋白 已 经 用 其 他 方法 纯化 过 ， 优 先 推荐 用 反 相 HPLC 方法 对 任何 蛋白 样品 进行 脱 
盐 。 

。 被 还 原 和 脱盐 处 理 过 的 蛋白 样品 要 储存 在 超低温 的 冰箱 中 (-70Y )。 

thiopropyl Sepharose 6B 在 用 后 可 以 被 再 生 重 复 使 用 2~3 次 。 

由 于 含有 二 硫 键 的 完整 蛋白 不 能 被 充分 酶 解 ， 为 了 分 离 二 硫 键 连接 的 片段 ， 推 荐 用 

化 学 方法 〈 比 如 用 CNBr 裂解 ) 裂解 。 胰 蛋白 酶 、 麻 蛋白酶 、Lyc-C、Arg-C 和 Clu-C 

等 酶 可 以 用 来 作 二 硫 键 连接 片段 的 二 级 酶 解 。 
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。 对 用 于 两 种 方案 来 说 ， 必 须 用 不 含 琉 基 〈 如 琉 基 乙醇 ，DTIT 或 半 胱 氨 酸 )、 和 氧化剂 或 
重金 属 的 缓冲 系统 〈 除 非 必要 时 )。 优 质 试剂 和 去 离子 水 是 必需 的 。 


( 冯 亮 译 饶 子 和 校 ) 
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蛋白 的 脂 类 修饰 


T.G. Giannakouros 


194" 8} 言 


在 过 去 的 约 12 年 中 ， 在 真 核 细 胞 中 一 组 由 不 同 脂 类 分 子 进 行 的 蛋白 质 的 翻译 后 修 
饰 已 被 鉴定 出 来 《有关 综述 见 Schmidt 1989, Mcllhinney 1990, Gordon et al. 1991, Magee 
1991)。 在 许多 情况 下 ， 这 种 脂 类 修饰 显示 出 了 对 携带 这 些 脂 类 的 蛋白 质 亚 细 胞 定位 的 
必要 性 。 现 在 已 知 有 许多 胞 内 和 蛋白 就 携带 此 目的 的 脂肪 酸 修饰 。 已 从 原 癌 基因 产物 
PP60" 得 到 例证 : 14 Pe AAR REER 〈C14 : 0) 是 通过 酰胺 键 与 一 系列 蛋白 质 N 端 
连接 的 。 定 点 诱 变 的 实验 证 明 : 蛋白 的 酰 化 作用 是 其 膜 定位 和 转化 活性 〈transforming 
activity) 所 必需 的 。 豆 翘 酰 化 酶 已 经 被 分 离 出 来 ， 并 发 现 它 对 酰基 链 长 度 具 有 高 度 专 一 
性 。 影 响 酰 化 路 径 的 抑制 剂 提供 了 一 条 瘤 症 和 包括 HIV 在 内 的 病毒 感染 的 专 一 性 化 疗 
的 充满 吸引 力 的 方法 。 

长 链 脂肪 酸 ， 尤 其 是 棕榈 酸 〈(C16 : 0) ， 能 连接 到 蛋白 上 ， 通 常 是 通过 硫 酯 键 与 半 
胱 氨 酸 连接 ， 或 者 是 通过 氧 酯 键 与 丝氨酸 或 苏 氨 酸 连接 。 棕 桐 酸化 可 发 生 在 蜂 膜 蛋白 和 
胞 内 蛋白 上 。 在 前 一 种 情况 ， 酰 化 位 点 常常 是 在 胞 质 序 列 内 或 者 是 在 跨 膜 区 本 身 。ras 
蛋白 的 棕 桐 酰 化 需要 紧密 的 膜 结合 与 聚 异 成 二 烯 化 〈 见 下 述 ) 协同 作用 来 确定 蛋白 特异 
的 亚 细 胞 定位 。 

蛋白 的 聚 异 成 二 烯 化 已 经 在 最 近 几 年 得 到 确证 ， 这 往往 是 通过 15 HR (famesyl) 或 
20 Be (geranylgeranyl) 省 体 前 体 将 半 胱 所 酸 烷 基 化 而 实现 的 〈 最 新 综述 见 Magee and New- 
man 1992; Schafer and Rine 1992; Sinensky and Lutz 1992), ras 蛋白 的 法 呢 基 化 (farnesyla- 
tion) 与 上 游 附 近 的 棕榈 酸 残 基 或 一 个 多 碱 基 序 列 协同 指定 胞 质 膜 结 合 。 这 些 修 饰 发 生 
在 一 般 模 式 为 CAAX (C， 半 胱 氨 酸 ; A， 脂 肪 基 ; X， 其 他 任 一 氨基 酸 ) 的 羧基 端 部 
分 。 在 X 位 置 的 小 而 亲 水 的 侧 链 倾 向 于 半 胱 氨 酸 残 基 的 法 呢 基 化 ， 而 大 的 脂肪 基 则 倾 
向 于 香 叶 基 香 叶 酯 化 〈geranylgeranylation)。 除 了 聚 异 成 二 烯 以 外 ， 这 些 序列 往往 经 过 有 裂 
解除 去 AAX 序列 ， 或 经 过 a -羧基 组 的 羧 甲 基 化 进行 修饰 。 在 ras 相关 和 蛋白 家 族 rab 蛋白 
中 发 现 ， 蛋 白 的 香 叶 基 香 叶 酯 化 也 能 被 另外 在 蛋白 末端 的 两 个 单元 : 半 胱 氨 酸 - 半 胱 所 
酸 或 半 胱 氨 酸 -X- 半 胱 氨 酸 (X， 其 他 任 一 氨基 酸 ) 启动 。 这 些 脂 类 修饰 的 细微 变化 和 
蛋白 序列 很 可 能 导致 了 这 一 家 族 不 同 成 员 对 膜 内 系统 部 分 的 高 度 选择 性 。 


”0 和， 


向 二 到 we 
18.2.1 蛋白 酰基 化 的 检测 


在 少数 情况 下 ， 酰 基 化 已 经 从 非 标记 的 纯化 蛋白 的 结构 分 析 中 得 到 认识 。 然 而 蛋 
白 的 脂肪 酸 修饰 一 般 是 用 特定 的 脂肪 酸 对 适当 培养 的 细胞 株 或 原 代 细胞 进行 代谢 标记 后 
来 检测 。(Magee and Courtneidge 1985; Magee et al. 1987) 由 于 细胞 倾向 于 通过 8B- 氧 化 延 
长 或 缩短 碳 链 ， 进 而 实现 脂肪 酸 的 互 变 ， 所 以 并 人 的 标记 物 的 特点 必须 要 确定 。 与 酰胺 
和 硫 酯 相连 的 脂肪 酸 可 通过 简单 的 化 学 裂解 来 区 分 。 


用 脂肪 酸 对 组 织 培养 细胞 代谢 标记 
o> RR 


1) 在 组 织 培养 下 中 生长 细胞 至 70% ~ 90 多 的 融合 度 。 也 可 以 从 新 宰杀 的 动物 中 迅速 取 
组 织 ， 用 无 血清 的 组 织 培养 基 清 洗 ， 然 后 用 小 剪子 和 解剖 刀 切 成 约 lmm 长 的 小 块 ， 
最 后 将 这 些小 块 组 织 转移 到 含 全 组 织 培养 基 的 培养 四 中 。 

2) 用 热 的 脂肪 酸 培养 基 (CPA) 取代 原 培 养 基 培 养 1 小时。 脂肪 酸 培 养 基 (FA) 的 组 成 
如 下 : 

— Dulbecco’s 改良 的 Eagle's 培养 基 (DMEM) 或 适当 的 其 他 培养 基 (根据 细胞 类 型 ) 

一 5$% 血 清 〈 新 生 或 胎儿 和 牛 血清 ) 

一 4 倍 正常 浓度 的 非 必需 氨基 酸 

一 Smmol/L 的 丙酮 酸 钠 

3) 加 [9，10 一 HH] 脂肪 酸 乙醇 溶液 到 培养 基 中 ， 浓 度 为 50 ~ 200uCi/ml ( 轻 轻 倾斜 培养 
Il, HmricymAKRBURCeH TA), BRB ICD. 

4) 放置 适当 的 时 间 (6 小 时 至 过 夜 )。 

5) 用 冷 的 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) 冲洗 细胞 ， 然 后 在 含有 二 硫 苏 糖 醇 的 凝 胶 上 样 缓冲 液 或 
免疫 沉淀 缓冲 液 (RIPA) 中 直接 裂解 细胞 。 免 疫 沉 淀 缓冲 液 (RIPA) HAM: 
20 mmol/L Tris ,150mmolL NaCl，lmmol EDTA, 0.5% (v/v) NP40, 0.5% (w/v) 脱氧 
ABABA, 0.1% (w/v) SDS, 1% iA ABAK (aprotinin ) (Sigma, St. Louis, USA), 
0.2mmol/L 4 A 42 fs BS (PMSF), pH7.4. 

6) 直接 将 裂解 物 上 样 或 经 适宜 的 抗体 进行 免疫 沉淀 后 的 样品 上 样 到 SDS - 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 上 。 使 染料 的 前 缘 跑 出 凝 胶 以 除去 游离 的 标记 物 及 磷脂 。 将 胶 晾 于 ， 然 后 用 
2, 5- AM (PPO) 处 理 后 进行 荧光 色谱 。PPO 比 其 他 的 水 溶性 的 荧光 剂 〈 如 水 
BRS) BAR. 


评价 及 注释 


。 在 标记 的 培养 基 中 使 用 较 低 浓度 的 血清 〈1% ~ 5% ) 和 含有 Smmol/L 丙酮 酸 钠 以 及 
提高 氨基 酸 的 浓度 ， 均 有 利于 使 带 标记 的 脂肪 酸 的 挫 人 的 提高 ， 否 则 ， 标 记 物 的 重 
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。 在 体内 标记 中 ，9，10 -和 氛 标 记 的 脂肪 酸 是 高 效 专 化 活性 和 可 检测 性 的 最 佳 组 合 。 

于 和 扎 远 离 易于 发 生 B- 氧 化 的 羧基 端 ， 因 此 ， 和 氛 的 重 并 人 被 减少 。 由 于 上 述 原 因 ，”C 
标记 的 脂肪 酸 ， 特 别 是 标记 在 1 位 置 上 的 脂肪 酸 ， 应 避免 用 于 体内 的 研究 ， 但 可 用 
于 体外 酰基 化 的 研究 。 

。 脂肪 酸 常 常 是 生产 三 家 以 甲苯 溶液 的 储存 形式 提供 。 在 使 用 前 应 在 通风 橱 中 用 氮气 
将 甲苯 除 掉 。 这 些 脂 肪 酸 重新 溶解 在 乙醇 中 至 10~ 50mCi/ml 的 浓度 。 在 这 种 情况 下 ， 
它们 能 在 - 20Y 下 储存 数 月 以 至 数 年 。 

。 由 于 硫 酯 键 连接 的 酰基 十 分 活泼 ， 甚 至 可 被 还 原 而 被 除去 ， 故 凝 胶 上 样 缓冲 液 中 的 
二 硫 苏 糖 醇 的 浓度 不 要 超过 20mmol/L。 


酰基 化 蛋白 的 脂肪 酸 连 接 分 析 


硫 酯 、 氧 酯 、 栈 胺 之 间 可 用 选择 性 试剂 通过 化 学 裂解 来 区 分 。 这 可 简便 地 通过 
(PH) 脂肪 酸 标记 蛋白 的 SDS- PAGE 电泳 〈 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ) 重复 胶 条 来 进行 。 这 
个 方法 稍 作 修改 则 可 用 于 溶液 中 的 蛋白 分 析 。 脂 肪 酸 连接 的 分 析 一 般 不 可 在 干 胶 或 固定 
胶 中 进行 ， 因 为 这 些 过 程 易 于 导致 转 酰基 作用 ， 使 得 活泼 的 酯 键 连接 到 未 知 化 合 物 上 
(有 可 能 是 酰胺 类 等 )。 

1) 从 新 鲜 的 凝 胶 中 将 适当 的 电泳 条 带 切 下 ， 在 0.2molL KOH 的 甲醇 溶液 中 室温 下 振 摇 
一 个 小 时 〈 这 可 裂解 硫 酯 和 和 氧 酯 而 不 是 酰胺 )。 单 独 用 甲醇 处 理 的 条 带 作对 照 。 

用 新 配制 的 经 氢 氧 化 钠 滴 定 至 pH7.5 的 mol/L 羟 胺 -HCL 处 理 第 三 条 带 ( 可 快速 裂解 
硫 酯 ， 而 对 氧 酯 和 酰胺 类 的 作用 不 大 ); 用 pH7.5 的 Tris 盐酸 来 处 理 第 四 条 带 作为 空 
白 对 照 。 盐 酸 凑 胺 在 高 pHE 下 (pH>9) 也 能 裂解 氧 酯 。 

用 水 冲洗 胶 条 5 分 钟 ， 洗 三 次 ， 按 上 述 方法 制作 用 于 荧光 色谱 上。 

通过 以 空白 对 照 为 参照 的 荧光 信和 号 的 衰减 来 衡量 裂解 程度 ， 也 可 通过 光 密 度 扫 描 或 
闪烁 计数 来 计算 裂解 的 条 带 。 

注意 : 去 除 以 硫 酯 键 连接 的 脂肪 酸 的 功能 研究 中 ， 在 溶液 中 用 产 胺 处 理 可 作为 一 种 温和 的 方法 ， 或 者 ， 在 体 
外 烷 基 化 的 研究 中 ， 羟 胺 处 理 也 可 用 于 制备 去 烷 基 化 受 体 蛋 白 。 


结合 标记 物 的 蛋白 的 分 析 


1) 电泳 后 ， 借 助 蛋白 分 子 量 标准 ， 或 者 通过 水 杨 酸 钠 的 荧光 色谱 来 确定 目标 蛋白 带 。 
PPO 处 理 过 的 胶 不 宜 使 用 。 

2) 从 王 胶 或 湿 胶 上 将 目标 蛋白 带 切 下 来 ， 用 0.5ml 水 漂洗 5 分 钟 〈( 振 划 )， 共 洗 三 次 ， 
此 时 于 胶 重 新 水 化 ， 水 杨 酸 盐 被 冲洗 干净 。 

3) 将 凝 胶 转 移 到 1.5ml 的 小 离心 管 中 ， 冻 干 。 另 外 还 可 以 用 浓度 为 200mg/ml HY SE 
白 酶 溶液 (在 20mmol/L 的 碳酸 氢 胺 ，0.15% 的 SDS, pH8 的 溶液 中 )。37% 下 48 小 
时 ， 从 凝 胶 中 溶出 蛋白 ， 然 后 冻 干 。 

4) 将 该 小 离心 管 放 进 带 有 密封 性 良好 的 螺 帽 的 厚 壁 聚 四 氧 乙烯 容器 中 ， 旋 紧 螺 帽 。 加 
入 lml 浓度 为 6mol/L 的 盐酸 ， 并 用 氮气 流 吹 离心 管 。 拧 紧 盖 子 ， 并 在 110% 的 烘箱 
中 水 解 16 小 时 。 

5) 用 0.5ml 的 己 烷 抽 提 管内 的 内 含 物 2 次 ， 然 后 合并 抽 提 物 。 检 测 己 烷 提取 物 及 残余 
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物 ( 溶 于 1%SDS 后 ) 的 放射 性 。 脂 肪 酸 应 被 定量 提取 到 己 烷 中 ， 而 挫 人 到 糖 或 氨基 
酸 中 的 标记 物 主要 在 己 烷 的 残余 物 中 。 

6) 在 真空 中 蒸 干 己 烷 提取 物 (在 一 个 SpeedVac) ， 然 后 溶解 在 小 体积 (2 ~ Sml) HA 
仿 : 甲醇 (2 : 1) 溶液 中 ， 点 样 到 RP-18 WARP, (Merck 13724, Merck, Darms- 
tadt, Germany) 最 后 在 乙 有 睛 : 乙酸 (90 : 10) 中 展开 。 将 CH) 标记 的 脂肪 酸 在 平 
行 条 带 中 点 样 作 为 标记 物 。 

7) 烘 干 平板 ， 喷射 Enahance 喷射 剂 (NEN, Herfiordshire, UK), 在 -70% ， 预 曝光 柯达 
XAR-5 胶卷 ， 然 后 检测 放射 性 ; RAMA lem 长 的 吸附 剂 后 进行 闪烁 计数 测定 。 


18.2.2 蛋白 异 皮 二 烯 化 的 检测 


聚 异 成 二 烯 化 ， 如 法 呢 基 化 〈15 碳 )、 香 叶 基 香 叶 荃 化 〈20 碳 )， 是 通过 甲 产 成 酸 
途径 而 衍生 出 来 的 ， 这 个 途径 最 终 形成 大 量 的 细胞 代谢 物 : WA, SHR. RRQ, 
血红 素 等 (Goldstein and Brown 1990) 。 中 间 产 物 是 活化 的 焦 磷 酸 衍生 物 ， 这 是 来 源 于 五 
碳 前 体 一 一 异 戊 二 烯 焦 磷 酸 衍生 物 的 聚合 物 。 该 途径 的 第 一 步 就 是 : 甲 羟 戊 酸 的 生成 ， 
它 是 通过 羟 甲 基 戊 二 酰 辅酶 A (HMG-CoA) 还 原 酶 催化 由 HMG-CoA = 4 FRR. HE 
用 于 该 酶 的 几 个 高 效 专 一 性 抑制 剂 已 经 得 到 (例如 : Mevinolin (lovastatin), Compactin 
(ML-236B) ， 以 及 Pravastatin ) ， 而 且 已 作为 抗 高 胆固醇 药物 在 临床 上 应 用 。 

这 些 试剂 对 HMG-CoA 还 原 酶 的 抑制 可 引起 胞 浆 中 甲 产 成 酸 的 减少 ， 导 致 非 异 成 二 
烯 化 蛋白 前 体 的 积累 ， 异 成 二 烯 的 缺乏 将 引起 下 水 性 的 下 降 ， 这 可 通过 去 垢 剂 TritonX- 
114 的 相 分 配 来 确定 。 加 入 到 被 处 理 的 细胞 中 的 CH) 标记 的 甲 产 戊 酸 挫 人 到 积累 的 前 
体 中 ， 这 可 通过 SDS-PAGE 检测 其 条 带 放 射 性 而 被 检测 。 

在 观察 到 (CH) 标记 的 甲 产 成 酸 挫 人 到 蛋白 后 ， 很 重要 的 问题 就 是 要 确定 聚 异 戊 
二 烯 单元 的 链 长 度 ， 可 用 甲 基础 化 物 使 聚 异 友 二 烯 单元 从 蛋白 上 裂解 下 来 ， 然 后 进行 
HPLC 分 析 (Casey et al. 1989), 


P FRR ARIZ 


R- (5-H) MicHFPHRRREW SODHACRARBEN., ERASE AAA 
的 氮气 流 将 乙醇 除去 。3 - 甲 羟 醛 酸 不 宜 在 20 色 以 上 受热 ， 因 为 它 是 不 稳定 的 。 在 除去 
乙醇 之 后 ， 将 其 水 溶液 直接 加 到 细胞 ， 在 含 25 ~ S0mmol/L 的 mevinolin 的 FA 培养 基 中 预 
孵育 约 LDN PE, REA 50~200nCi/ml, HA 16 小 时 。 在 孵育 后 期 ， 对 细胞 进行 处 理 ， 
以 备 进行 免疫 沉淀 或 SDS-PAGE 电泳 〈 请 看 用 脂肪 酸 对 组 织 培养 细胞 代谢 标记 )。 

为 了 获得 最 高 的 灵敏 度 ， 常 用 PPO 作为 荧光 剂 。 如 果 溶 解 的 放射 性 条 带 需 进 一 步 
分 析 (ESL FE a) 则 采用 水 杨 酸 钠 进行 荧光 色谱 分 析 ， 典 型 的 曝光 时 间 大 约 是 一 周至 一 
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聚 异 上 成 二 烯 化 的 HPLC 分 析 


1) 从 干 胶 上 将 水 杨 酸 盐 荧 光 色谱 确定 的 条 带 切 下 ， 用 荧光 谱 图 作为 指导 ， 为 了 有 足够 
的 计数 用 于 分 析 ， 在 一 周 内 应 该 有 较 强 的 荧光 信号 。 如 果 需 要 进行 更 长 时 间 ， 则 需 
:193 ， 


要 使 用 多 个 凝 胶带 。 

2) 将 凝 胶 的 碎片 放 到 1.5 ml 的 微型 离心 管 中 ， 在 室温 下 用 双 蒸 水 冲洗 5 分 钟 ， 共 三 
次 ， 以 除去 水 杨 酸 盐 及 SDS， 同 时 也 将 纸 从 胶 的 背面 取出 。 

3) 往 凝 胶片 中 加 100ml & 0.02% BAA Al 10mg 的 链 酶 蛋白 酶 的 0.1molL RAR ARR 
液 ，37% 过夜 。 这 将 有 助 于 蛋白 在 胶 中 的 消化 和 洗 脱 。 

4) 将 上 清 去 掉 ， 用 碳酸 氢 胺 溶液 100ml 和 10mg 链 酶 蛋白 酶 37 色 再 消化 6 小 时 。 去 掉 
上 清 ， 用 200ml 缓冲 液 在 37% 再 提取 2 小 时 。 

5) 将 三 次 提取 物 合并 于 一 个 10 ml 的 聚 丙烯 管 中 ， 冻 干 。 用 0.5ml 水 重新 溶解 残余 物 ， 
TRF o 

6) 将 残余 物 溶解 在 400ml 25mmol/L Tris-Cl (pH7.7) 的 80% HPLC RAH AR GEA 
气流 来 脱氧 ) ， 放 置 于 室温 一 个 小 时 。 加 800ml 的 通 氮气 脱氧 的 3% (w/v) 的 甲酸 ， 
接着 加 100ml 新 鲜 的 甲 荃 碘 化 物 。 通 氮气 ， 并 在 黑暗 中 室温 涡流 混合 过 夜 。 

7) 平缓 地 抽 真 空 除去 甲 基础 化 物 (例如 : 可 用 一 个 水 泵 )， 然 后 加 150ml 35% 的 碳酸 
氨 钠 ， 通 氮气 ， 放 置 黑 暗中 缓慢 搅拌 过 夜 。 

8) 用 1.2 ml 的 氯仿 -甲醇 (9 : 1) 连续 提取 已 裂解 的 聚 异 成 二 焕 两 次 ， 合 并 提取 物 ， 
并 计算 有 机 溶剂 提取 物 和 水 溶液 残余 物 的 量 。 

9) 裂解 后 ， 在 通 氮气 的 情况 下 于 燥 氯 仿 -甲醇 的 提取 物 ， 重 新 溶解 在 100ml 含 
25mmol/IL 磷 酸 的 HPLC RA CHAMP (溶液 B)。 因 为 香 叶 基 香 叶 酯 的 水 溶性 较 
差 ， 所 以 加 高 浓度 的 乙 且 是 很 重要 的 。 在 进行 HPLC 分 析 之 前 ， 用 等 体积 的 HPLC 
级 的 水 稀释 样品 ， 剧 烈 涡 流 混 匀 ， 离 心 以 除去 颗粒 状 物质 。 

10) 进 样 (通常 为 一 半 ) 到 已 经 用 含 23mmol/L 磷酸 的 30% CHAR CAR A) 平衡 好 
的 反 相 柱子 (任何 最 适 于 分 离 的 十 八 烷 基 或 更 短 的 碳 链 都 可 使 用 ) 流速 为 
0.5ml/min. % # BF 100% H Z. fi /25mmol/L 磷酸 。 洗 脱 的 梯度 是 : 先 用 100% WY 
Wm A VEL 10 分 钟 ， 在 超过 10 分 钟 的 时 间 内 以 线性 梯度 变 到 100% 的 溶液 B， 接 着 
以 100% KAM B VER 10 分 钟 ， 然 后 又 以 反 向 梯度 在 5 分 钟 变 到 100 多 的 溶液 A。 
按 1 分 钟 的 时 间 间 隔 将 样品 收集 到 闪烁 计 小 管 中 ， 然 后 加 入 Sml 闪烁 液 进行 闪烁 计 
数 。 用 作 标 记 的 异 成 二 烯 标准 品 如 下 : 香 叶 醇 (Sigma, St. Louis，USA) 、 法 呢 基 醇 
(Sigma, St. Louis, USA. 或 Aldrch，St. Louis，USA) 、 香 叶 基 香 叶 酯 〈Kuraray Co. 
Ltd. ，Kyoto，Japan) 。 


(RRL FF TF KR) 
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第 19 章 


质谱 在 肽 及 和 蛋白质 测 序 中 的 应 用 
B. Thiede 
14 Ssh Ss 


多 年 来 质谱 分 析 被 认为 是 测定 小 分 子 的 分 子 量 最 准确 最 灵敏 的 方法 。 近 来 在 离子 化 
的 技术 及 仪器 方面 取得 了 突破 性 的 进展 ， 使 质谱 所 能 测定 的 分 子 量 范 围 大 大 超出 了 
10ku。 为 此 ,“ 软 ”离子 化 技术 、 基 质 辅助 的 激光 解吸 /离子 化 (MALDI) 和 电 喷 雾 离 子 
1 (ESI) 显得 尤为 有 前 途 。 这 些 技术 的 准确 性 、 灵 敏 度 及 分 辩 力 使 得 测定 蛋白 质 及 其 
他 生物 多 聚 体 成 为 可 能 。 通 过 串联 质谱 技术 (MS/MS) 和 源 后 衰减 基质 辅助 的 激光 解吸 
/离子 化 〈post-source decay matrix-assisted laser desorption/ionization, PSD-MALDI-MS), Ai] 
便 可 以 从 质谱 分 析 中 获得 肽 及 和 蛋白质 的 结构 信息 。 


电 喷雾 离子 化 质谱 技术 (ESI-MS) 


ESI 现象 是 指 从 分 析 物 溶液 中 产生 裸露 的 、 完 整 的 离子 形式 分 子 的 过 程 。 在 大 气压 
下 通过 强 电场 的 作用 即 可 产生 一 股 细小 的 高 度 带 电 的 小 液 滴 。 电 喷雾 源 处 的 电势 比 反 相 
电极 高 很 多 ,离子 以 气流 形式 通过 反 相 电极 上 的 小 孔 进 入 质谱 仪 内 。 液 流 由 注入 进 样 器 、 
分 离 装置 (高 效 液 相 色谱 ,HPLC; 毛细 管 电泳 ,CE) 或 其 他 流速 通常 在 每 分 钟 1 到 几 微 升 的 
液 源 产生 。 由 此 在 毛细 管 顶 部 及 平板 界面 间 所 产生 的 电场 使 浸没 液体 表面 带电 ,在 库 仓 
力 的 作用 下 使 其 分 散 成 为 一 小 股 带 电 的 小 液 滴 。 所 形成 的 微 液 滴 带 有 过 量 电荷 并 被 吸 到 
处 于 低 电 位 的 质谱 仪 进口 处 。 在 逆向 干燥 气体 作用 下 ,小 液 滴 溶 剂 挥发 ,从 而 使 其 直径 减 
小 。 结 果 其 表面 的 电荷 密度 不 断 增加 ,直到 产生 的 库仑 斥 力 和 液 滴 表面 张力 处 于 相同 的 
数量 级 的 雷 利 极限 为 止 。 由 此 产生 的 不 稳定 性 (有 时 也 称 为 库仑 爆裂 , Coulomb explosion) 
促使 液 滴 分 裂 ,形成 的 带电 的 子 液 滴 又 会 蒸发 。 这 一 系列 过 程 不 断 重 复 进 行 ,最 终 液 滴 将 
变 得 非常 细微 。 由 于 液 滴 的 表面 电荷 密度 很 大 ,表面 曲率 半径 又 很 小 ,由 此 形成 的 电场 强 
度 非常 大 ,最 终 足 够 使 离子 从 液 滴 中 解析 出 来 并 进入 气相 中 。 离 子 解吸 机 理 最 终 产 生 了 
适 于 质谱 分 析 的 “ 准 分 子 " 离 子 。 所 形成 的 裸露 分 子 相 对 于 其 在 原始 溶液 中 的 状态 而 言 均 
带 上 了 过 量 的 正 电 荷 。 这 些 分 子 被 导入 四 极 质谱 进行 m/z 比例 分 析 (Fenn 1989) 。 

毫 微 电 喷雾 离子 源 与 快速 脱盐 浓缩 步骤 偶 联 在 一 起 ， 人 允许 分 析 不 纯 样 品 如 凝 胶 酶 切 
后 提取 出 的 肽 混合 物 (Wilm 1996). 

ESI 质谱 常规 能 在 5 ~ 10 分 钟 内 ， 从 浓度 约 10 fmol 的 溶液 中 获取 精度 为 0.01% 、 分 
HEX) 1000， 对 于 m/z 测量 范围 在 2500 以 内 的 四 极 质谱 仪 而 言 ， 用 电 喷 雾 可 以 成 功 地 
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测定 200ka 的 分 子 离子 的 分 子 量 。 液 相 色谱 及 毛细 管区 带电 泳 等 分 离 方法 与 其 在 线 偶 联 
是 分 析 的 最 佳 选 择 。 


基质 辅助 的 激光 解吸 离子 化 质谱 (MALDILMS) 


在 运用 MALDILMS 时 ， 将 被 分 析 的 分 子 加 入 含有 基质 (如 二 羟基 茶 甲 酸 及 肉桂 酸 的 
系列 衍生 物 ) 克 分 子 大 大 过 剩 的 浓缩 液体 中 ， 然 后 再 将 溶液 置 于 探 针 的 顶端 进行 干燥 并 
将 其 送 入 质谱 仪 内 部 (HillenKamp 1991)。 薄 层 技 术 是 另 一 种 制备 方法 ， 基 质 先 快速 蒸 
发 生成 一 薄 层 ， 然 后 将 待 分 析 的 溶液 沉积 于 薄 层 之 上 (Vorm 1994) 。 

在 质谱 仪 中 用 紫外 波长 的 短 脉 冲 (1 ~ 10ns) 照射 样品 ， 适 当 的 基质 在 该 波长 内 有 
很 强 的 吸收 峰 。 与 激光 脉冲 间 的 相互 作用 导致 了 基质 和 待 分 析 的 分 子 解 吸 和 离子 化 。 样 
_ 品 探 针 与 加 速 电极 在 空间 上 靠 得 很 近 ,在 样品 探 针 上 加 上 一 高 电压 (通常 为 25 ~ 30kV)， 
从 而 在 由 样品 产生 的 离子 上 加 一 很 强 的 电场 , 待 测 离子 因而 加 速 通过 电极 的 室 口 ,进入 一 
无 电场 的 飞行 管 中 ( 通 常 为 30 ~ 200cm 长 )。 待 测 离子 质量 可 以 通过 分 析 飞 行 时 间 (TOF ) 
来 测定 。 当 离子 通过 无 电场 飞行 管 时 ,他 们 在 空间 上 分 离 成 为 一 系列 不 连续 的 独立 离子 
群 ,他 们 各 自 的 飞行 速度 与 (m/z) 成 正比 。 在 飞行 管 的 端 部 装 有 一 探测 器 ,每 次 离子 群 
与 之 相 磁 的 便 会 产生 一 信号 。 起 始 时 间 由 激光 脉冲 的 出 现 来 测定 ,对 所 有 的 离子 而 言 都 
是 相同 的 。 起 始 时 间 与 各 离子 达到 探测 器 的 时 间 之 差 可 以 用 于 计算 离子 的 质 荷 比 。 

除了 线性 仪器 外 ， 还 有 反射 质谱 议 用 来 补偿 初始 能 量 的 扩散 。 在 这 些 装置 中 离子 反 
射 仪 装 于 飞行 途径 中 ， 使 由 初始 速度 分 散 引 起 的 峰 宽 能 够 基本 得 以 矫正 ， 这 使 得 稳定 离 
子 的 质量 测定 的 分 辩 率 得 以 提高 。 

分 子 量 超过 300ka 的 分 子 现 已 可 用 MALDI-MS 成 功 测定 。 实 际 可 能 测量 的 分 子 量 范 
围 看 起 来 几乎 是 无 限制 的 。 在 分 析 中 仅 需 10-5mol 样品 。 并 在 5 分 钟 内 能 完成 。 质 量 测 
定 的 准确 度 与 被 分 析 物 的 大 小 有 关 ， 在 0.01% ~ 0.1% 内 波动 。 

MALDI 傅 里 叶 变 换 质 谱 (Castoro 1992) 、 延 迟 分 离 法 (Brown 1995) 等 技术 的 发 展 都 
是 获得 高 质量 精确 度 、 高 质量 分 辩 率 的 很 有 前 途 的 方法 。 


串联 质谱 (MS/MS) 


质谱 分 析 中 的 又 一 发 明 是 使 用 了 串联 装置 ， 即 把 两 套 质谱 依次 连 在 一 起 ， 鉴 定 混合 
物 中 的 生物 大 分 子 而 不 必 预 先 将 组 分 分 开 〈Biemann 1987; Hunt 1986)。 质 子 化 的 分 子 离 
子 产 生 于 第 一 个 质谱 仪 内 ， 并 从 混合 物 中 将 前 体 离子 挑选 出 来 ， 用 碰撞 致 解体 的 方法 
(CID) 来 获得 碎片 ， 即 让 离子 与 中 性 原子 〈 如 氨 ) 相 碰 或 使 用 其 他 方法 〈 如 光 激 发 ) 所 
产生 的 离子 在 第 二 个 质谱 仪 中 进行 分 析 。 


源 后 衰减 -基质 辅助 的 激光 解吸 离子 化 质谱 (PSD-MALDI-MS) 


激光 的 解吸 附 离子 团 具 有 源 后 衰减 的 趋势 ， 这 一 点 可 用 来 前 明 肽 及 蛋白 的 结构 

(Spengler 1991)。 在 通过 TOF 装置 时 ， 蛋 白 及 肽 变 得 尤为 不 稳定 ， 基 质 解 吸 离子 的 亚 稳 

定 的 衰变 能 够 被 反射 子 装 置 测 到 。 因 此 反射 子 的 电动 势必 须根 据 亚 稳定 的 离子 碎片 的 剩 

余 动 能 来 加 以 调节 。 为 了 获得 这 些 离子 的 完整 质谱 ， 需 要 将 反射 子 的 势能 逐步 从 标 称 值 

减 至 零 而 获得 一 系列 的 质谱 。 混 合 物 中 的 不 同 离子 可 以 不 通过 离子 阅 而 加 以 筛选 。 
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MALDI 质谱 中 额外 引入 了 碰撞 室 ， 从 而 使 亮 氨 酸 和 蜡 亮 氨 酸 能 够 加 以 区 分 。 
未 知 肽 和 有 蛋白 的 序列 测定 


常规 情况 下 ， 可 通过 逐步 Edman 降解 来 直接 测定 氨基 酸 序列 ， 或 通过 DNA 测序 来 
间接 测定 。Edman 降解 的 局 限 性 主要 在 于 不 能 对 环形 肽 链 及 N 端 被 封闭 的 肽 及 蛋白 进行 
测序 ， 也 不 能 测 知 某 种 被 修饰 的 氨基 酸 。 而 测定 基因 组 的 碱 基 序列 则 不 能 测 知 翻译 后 的 
修饰 情况 。 

以 上 这 些 难题 可 用 MS/MS 或 PSD-MALDI-MS 来 加 以 解决 。 在 蛋白 测序 过 程 中 ， 和 蛋白 
必须 使 用 特异 性 蛋白 酶 或 某 些 化 学 试剂 降解 以 产生 肽 。 通 过 所 得 到 的 众多 波谱 ， 可 完全 
了 解 其 序列 。 可 能 会 导致 出 现 问题 的 主要 有 : 缺少 一 个 或 几 个 完整 的 离子 系列 ;两 个 N 
端 氨基 酸 之 间或 (和 )C 端 氨基 酸 间 没有 断 片 ;缺少 区 分 亮 氨 酸 和 蜡 亮 氨 酸 所 需 的 “次 级 离 
子 "; 形 成 超过 20 ~ 30 个 氨基 酸 的 肽 链 ; 形 成 的 肽 与 基质 离子 质量 相同 。 各 个 肽 在 蛋白 链 
上 的 排列 情况 也 是 未 知 的 。 基 于 以 上 原因 ,在 进行 蛋白 测序 时 需 对 蛋白 进行 多 种 酶 解 。 

将 Edman 化 学 降解 与 MALDI 质谱 相 结合 使 得 蛋白 测序 的 两 种 方法 已 经 发 展 ， 此 即 
所 谓 的 Ladder 测序 (Chait 1993, Bartlet-Jones 1994)。 Chait 在 Edman 化 学 降解 中 用 5% & 
氰 酸 苯 酯 作为 未 端 反应 剂 ， 与 整 条 肽 链 形成 茶 氮 甲 酰 簿 生物， 而 95 多 仍 像 往常 一 样 在 
用 三 氟 乙 酸 解 离 后 与 异 硫 氰 酸 葵 酯 反应 以 形成 缩短 了 一 个 氨基 酸 的 肽 链 ， 在 剩 下 的 降解 
多 肽 上 连续 运用 Edman 降解 循环 ， 最 终 葵 氨 甲 酰 化 多 肽 的 混合 物 通过 MALDI-MS 一 步 完 
成 分 析 。Bartlet Jones 则 采用 挥发 性 的 试剂 ， 用 三 氟 乙 基 异 硫 氰 酸 作为 耦 联 剂 ， 七 氟 丁 
酸 作 为 裂解 剂 以 避免 在 多 肽 分 离 过程 中 丢失 ， 每 次 循环 均 加 入 等 量 新 鲜 的 肽 并 最 终 使 偶 
联 和 裂解 反应 趋 于 完全 ， 这 样 便 会 产生 一 系列 多 肽 通过 MALDI 质谱 得 出 序列 。 这 方法 
对 于 分 子 量 达 4000 Da 的 肽 限于 质量 精确 度 为 0.01% ， 而 且 亮 氨 酸 和 蜡 亮 氨 酸 也 不 能 仅 
由 质量 测定 来 区 分 。 

另 一 种 将 质谱 分 析 〈 尤 其 是 MALDILMS) 与 Edman 化 学 降解 偶 联 起 来 测定 未 知 蛋 白 
序列 的 方法 ， 以 lpmol 蛋白 为 起 始 量 ， 其 在 酶 解 或 化 学 裂解 下 的 时 间 历 程 用 MSS 来 进行 
监测 (Roepstorff 1993)。 消 化 后 用 HPLC 将 肽 分 离 ， 再 用 MS 和 (或 ) 氨基 酸 分 析 进 行 测 
定 ， 接 下 来 再 使 用 Edman 降解 。 肽 分 子 量 的 测定 结果 可 用 于 估计 所 需 进 行 的 循环 次 数 
并 确认 测序 结果 ， 修 饰 过 的 氨基 酸 也 可 测定 出 来 ， 进 而 把 肽 的 分 子 量 相 加 再 与 完整 蛋白 
的 分 子 量 相 比 较 ， 可 把 对 应 于 完整 序列 的 肽 挑选 出 来 进行 测序 。 到 此 ， 大 部 分 序列 均 被 
测定 。 采 用 另 一 种 水 解 方式 后 也 可 用 同样 的 方法 来 处 理 。N 末端 封闭 的 情况 可 以 通过 氮 
基 酸 分 析 与 质谱 测定 的 结果 进行 比较 来 鉴定 。 

在 羧 肽 酶 解 和 MALDI-MS 的 共同 作用 下 ，C 末端 的 序列 信息 可 以 通过 测定 截 短 的 肽 
来 获得 (Thiede 1995) 。 


已 知 蛋白 的 鉴定 


在 研究 蛋白 质 的 过 程 中 ， 一 种 蛋白 是 否 已 知 或 与 某 种 已 知 蛋白 相关 是 一 个 关键 的 问 
题 。 用 DNA 测序 或 蛋白 测序 获得 的 蛋白 序列 均 存 放 于 蛋白 序列 的 数据 库 中 ， 整 个 蛋白 
的 分 子 量 通过 ESI 质谱 和 MALDI 质谱 便 可 很 容易 地 得 到 ， 可 用 于 在 数据 库 中 进行 搜索 
(Mann 1993) 。 因 此 ， 初 步 的 推断 可 以 得 到 ， 它 必须 经 过 进一步 的 研究 。 
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对 序列 数据 库 中 酶 解 或 化 学 裂解 的 肽 片断 作 分 子 量 搜索 (mass mapping)， 即 可 更 为 
特异 地 来 鉴定 某 一 蛋白 ， 而 且 这 种 方法 还 可 运用 于 双向 凝 胶 电 泳 所 分 离 得 的 蛋白 上 
(Henzel，1993) (图 19.1)。 混 合 物 中 选 定 的 肽 的 其 他 序列 信息 可 以 通过 PSD-MALDI 质 
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19.2 8B- 血 红 蛋 白 的 胰 蛋 白 酶 肽 的 PSD-MALDLMS 图 谱 。 和 蛋白 来 自 于 人 心肌 双向 电泳 


(Jungblut 1994)。 根 据 Roepstorff (1984) 的 命名 法 ， 用 b 和 y 离子 表示 ， 碎 片 类 型 证 明 该 
蛋白 为 B- 血 红 和 蛋白 。 


MALDI-MS 


eee 


PSD-MALDI 
NanoES-MS/MS 


图 19.3 2-DE 胶 上 蛋白质 的 质谱 鉴定 〈 未 进行 HPLC 分 离 )。 


~ 25. * 


i (图 19.2) 及 nanoES- MS/MS (图 19.3) 获得 。 而 且 ， 序 列 标记 方法 还 可 用 于 鉴定 只 
有 两 三 个 氨基 酸 的 多 肽 (Mann 1994)。 


选择 性 翻译 后 修饰 
磷酸 化 


特定 丝氨酸 、 苏 氨 酸 及 (或 ) 酷 氨 酸 的 凑 基 的 磷酸 化 是 一 种 常见 的 蛋白 质 翻 译 后 修 
饰 。 对 真 核 生物 而 言 ， 蛋 白质 的 磷酸 化 及 去 磷酸 化 是 调节 胞 内 功能 的 最 重要 机 制 ， 这 其 
中 包括 对 信和 号 转 导 及 细胞 分 裂 的 调节 。 

现 已 发 展 了 几 种 方法 用 于 决定 蛋白 磷酸 化 的 位 点 ， 这 些 方法 大 体 上 思路 : 先 用 化 学 
或 酶 解 的 方法 使 磷 蛋 白 降解 为 多 肽 片段 ， 再 分 析 这 些 片段 的 组 成 及 序列 ， 磷 酸 肽 图 谱 已 . 
用 于 SDS-PAGE、 反 相 HPLC 双 相 薄 层 色谱 分 离 及 自动 Edman 序列 分 析 。 

MALDI 质谱 及 ESI 质谱 已 经 用 于 鉴定 磷酸 化 位 点 (Liao 1994)。 将 磷 蛋 白 用 特定 的 
酶 解 反 应 及 化 学 反应 降解 成 为 小 的 肽 后 ， 比 较 碱 性 磷 酶 脱 磷酸 前 后 的 质谱 ， 如 果 分 子 量 
减少 了 80 (或 80 的 倍数 值 )， 即 可 确定 出 磷酸 肽 (图 19.4)。 如 果 蛋 白 的 一 级 序列 已 
知 ， 则 通过 多 肽 片段 的 质量 图 谱 即 可 定 出 磷酸 化 的 位 置 ， 蛋 白水 解 产 生 的 混合 物 可 通过 
MALDI 质谱 直接 进行 分 析 ， 也 可 选用 反 相 HPLC 分 离 后 再 用 质谱 进行 分 析 。 

与 其 他 方法 相 比 用 MALDI 质谱 及 ESI 质谱 在 磷 蛋 白 鉴 定 及 磷酸 化 位 点 的 定位 其 优 
越 性 在 于 精度 高 (<0.1% ) ， 具 有 分 析 混 合 物 的 能 力 ， 且 耗 时 很 少 。 而 对 那些 量 很 小 的 
磷 和 蛋白 而 言 ， 高 灵敏 度 就 显得 尤为 重要 。 在 许多 情况 下 ， 所 描述 的 技术 可 运用 多 种 酶 切 
方法 来 获得 所 需 的 信息 。 如 果 在 推定 的 磷酸 化 位 点 间 不 能 进行 切割 ， 则 可 通过 CID 或 
PSD 来 测定 序列 位 置 。 


糖 基 化 


将 糖 类 化 合 物 连接 到 蛋白 质 上 是 真 核 生 物 中 最 常见 的 翻译 后 修饰 。 糖 基 化 形式 有 两 
种 ， 即 N - 糖 基 化 和 0 - 糖 基 化 ， 其 类 型 取决 于 与 糖 基 连 接 的 蛋白 质 上 的 原子 。N - 糖 基 
化 只 发 生 在 天 冬 酰 胺 的 侧 链 N 原子 上 ， 而 0 - 糖 基 化 则 发 生 于 羟基 的 0 原子 上 上， 尤其 是 
丝氨酸 和 苏 氨 酸 残 基 。 由 于 与 蛋白 相连 的 糖 基 结 构 复 杂 ， 对 其 描述 比较 困难 ， 至 少 有 8 
种 糖 单 体 ， 与 不 同 的 功能 群 团 通过 糖苷 键 连接 在 一 起 。 

测量 糖 肽 的 分 子 量 是 测定 糖 基 组 成 的 先决 条 件 ， 为 此 ， 糖 蛋白 应 先进 行 酶 解 。 在 应 
”用 化 学 裂解 法 时 应 加 倍 小 心 ， 因 为 糖苷 键 在 裂解 条 件 下 变 得 不 稳定 。 通 过 测定 特定 糖苷 
酶 处 理 前 后 的 分 子 量 ， 可 以 推 知 糖 肽 所 含有 的 糖 基 ， 把 所 测 得 的 分 子 量 与 数据 库 相 联系 
有 助 于 确定 糖 基 的 组 成 ， 因 为 对 于 大 多 数组 分 糖 基 组 分 间 分 子 量 的 兼并 性 很 小 。 然 而 端 
基 异 构 和 连接 异 构 体 及 已 糖 和 已 糖 胺 的 各 种 形式 却 不 能 只 通过 质量 测定 来 区 分 出 来 。 

ESI 质谱 和 MALDI 质谱 已 可 用 于 鉴别 亚 pmol 水 平 的 糖 蛋 白 。 由 于 MALDI 质谱 不 易 
受 缓冲 液 的 影响 ， 因 此 它 是 测定 由 几 种 特定 糖苷 酶 水 解 引 起 的 分 子 量变 化 的 理想 技术 ， 
进而 比较 线性 和 反射 式 谱 表 面 在 许多 事件 可 引起 质量 变化 (Huberty 1993) 。 此 观察 表明 
silalyated 糖 肽 的 亚 稳 误 变 或 大 多 数 神经 氢 酸 残 基 的 丢失 。 已 糖 及 已 糖 胺 的 丢失 现象 也 被 
观测 到 了 。 在 PSD 试验 中 ， 逐 步 减少 反射 子 的 势能 即 可 产生 与 多 肽 和 朝 糖 结构 相 联 的 
离子 片段 ， 而 且 ，MS/MS 已 用 于 确定 糖 肽 〈Richter 1990) 。 在 用 糖苷 酶 水 解 后 研究 完全 
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的 糖 肽 或 分 离 了 的 肽 链 以 及 糖 或 袁 糖 后 ， 再 与 化 学 衍生 化 作用 相 结合 即 可 获知 更 多 的 信 
息 ， 尤 其 是 寡 糖 含量 的 信息 。 


19.2 材 料 

Lae 

一 基质 辅助 的 激光 解吸 /离子 化 质谱 仪 (VG TofSpec, Fisons Instruments, Manchester, UK 
和 Bruker-Reflex, Bruker-Franzen-Analytik, Bremen, Germany) 


一 涡 洲 器 (Bender 和 Hobein, Zurich, Switzerland) 
一 离心 机 (Centrifuge 5415C, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Germany) 


试 剂 


一 基质 1: 50mmol/L a-W- 4 -F#2A FER (CCA; Sigma, Deisenhofen, Germany) 40% Z}is 
(Merck, Darmstadt, Germany), 60% AY 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 (Merck, Darmstadt, 
Cermany) ， 旋 涡 搅 拌 ， 并 以 12 000r/min 离心 2 分 钟 。 
注意 : CCA 为 饱和 溶液 ， 每 周 配制 新 鲜 溶 液 ， 存 于 4%C。 

一 基质 2: 50mmol/L a-#i- 4 -FHEA EM (CCA), 99% AB (Merck, Darmstadt Germany), 
1% 的 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 ， 搅 拌 并 离心 。 
注意 : CCA 为 饱和 溶液 ， 每 周 配制 新 鲜 溶 液 ， 存 于 4%。 

一 基质 3: S0mmolL 芥子 酸 (SA; Fluka, Nen-Ulm, Germany), 30% Zfif, 70%) 0.1% 
三 氟 乙 酸 水 溶液 ， 旋 涡 搅 拌 并 离心 。 
注意 : SA 为 饱和 溶液 ， 每 天 配制 新 鲜 溶 液 ， 并 保存 于 4% ，M + 206 为 芥子 酸 加 合 
物 信和 号。 

一 基质 4: 100mmolL，2，5 -二 羟基 葵 甲 酸 (DHB, Sigma, Deisenhofen, Germany), 30% 
Zia, 70H 0.1%=ACLBKARK, MAB. 
注意 : 每 周 配制 新 鲜 DHB， 并 保存 于 4%C。 


19.3 MALDI 质谱 的 制备 万 法 
液 滴 干燥 法 


1) 溶解 样品 。 
注意 : 大 多 数 多 肽 及 蛋白 可 溶 于 30% ZHK/70% H 0.1% 三 所 乙酸 水 溶液 。 
2) 旋涡 搅拌 。 
3) 短 时间 离 心 。 
4) 将 基质 1 或 3 或 4 放 于 靶子 上 。 
注意 : CCA 主要 用 于 分 子 量 达 10 kDa 的 肽 测定 ，SA 对 分 子 量 超过 3kDa 的 肽 及 蛋白 效果 好 ， 而 DHB 则 适用 于 
糖 蛋白 。 
5) 将 样品 加 于 划 子 的 基质 中 。 
注意 : 基质 溶液 量 与 样品 溶液 量 之 比 应 约 为 3 :2~1:1 之 间 。 
. 206 . 


6) 将 干燥 的 靶子 导入 质谱 仪 内 。 
7) 记录 质谱 。 


薄 层 方法 


1) 溶解 样品 。 
注意 : 大 多 数 多 肽 及 蛋白 质 可 溶 于 30% NZ HA/0% 的 0:1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 。 
2) 旋涡 搅拌 。 
3) 短 时 间 离 心 。 
4) 将 基质 2 置 于 靶子 之 上 。 
HR: 对 不 同 把 子 ， 其 基质 2 的 量 必须 优化 ; 干燥 时 间 不 应 超过 10 秒 。 
5) 将 样品 加 于 干燥 基质 之 上 。 
6) 干燥 之 后 ， 洗 涤 样 品 三 次 ， 洗 涤 方 法 : 将 !] 岂 水 置 于 顶端 ， 再 将 水 吹 走 (可 用 压缩 
室 气 )， 如 此 反复 三 次 。 
7) 将 干燥 的 靶子 导 和 人 质谱 仪 内 。 
8) 记录 质谱 。 


19.4 ”结果 与 讨论 


SAR (如 从 双向 电泳 中 获得 的 蛋白 ) 可 通过 肽 质量 指纹 分 析 法 来 加 以 确定 〈 图 
19.1) ， 然 而 并 非 在 任何 情况 下 均 可 鉴定 成 功 ， 为 此 还 需要 别 的 鉴定 方法 。 使 用 相同 的 
样品 ， 对 多 肽 质量 指纹 中 的 一 个 肽 进行 PSD-MALDI 质谱 分 析 ， 则 可 获知 其 序列 信息 
(图 19.2) ， 质 谱 是 鉴定 翻译 后 修饰 的 理想 方法 〈 图 19.3)。 


19.5 “疑难 解析 


。 避免 使 用 非 挥发 性 的 试剂 如 盐 类 〈 例 如，NaCl，KH PO, ，CaCb ) 、 去 污 剂 〈 如 Triton, 
SDS), #7] 〈 如 甘油 ，DMSO )。 如 果 这 些 试剂 在 纯化 过 程 中 不 能 避免 使 用 ， 用 
RP-HPLC 进 行 纯化 。 有 时 稀释 样品 可 以 得 到 相应 的 质谱 。 挥 发 性 试剂 ， 如 碳酸 氢 锭 、 
CMR. Ci, HSA CRS, BAF MALDI 质谱 。 对 去 污 剂 而 言 ， 我 们 推荐 使 用 
1% 辛 基 糖 吡 喃 糖苷 (B-octylglycopyranoside) 。 

。 在 进行 MALDI 质谱 分 析 时 只 需 fmol 水 平 的 样品 ， 而 所 需 样品 的 确切 量 取 决 于 样品 种 
类 〈 肽 蛋白 ， 糖 蛋白 )、 分 子 量 (分子量 越 大 ， 所 需 样 品 越 多 ) 及 纯度 (非常 重要 )。 

。 在 允许 的 情况 下 尽量 使 用 反射 模式 。 在 研究 混合 物 时 ， 使 用 线性 模式 有 时 可 更 容易 

检测 到 一 些 较 小 的 波峰 。 

基质 离子 可 用 于 检测 校准 (CCA:190.1/379.1;SA:225.1/449.1;DHB:155.0/309.1)。 


(RFA HF TA KR) 
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第 20 章 


PSK Y FAL 酶 水 解 与 基质 辅助 的 激光 解吸 /电离 质谱 相 结 


合 的 羧 端 测 序 
B. Thiede 
Bot Wailer: TES 


羧 端 序 列 信息 在 以 下 几 方 面 特别 令 人 感 兴 趣 : 中 研究 N 端 封 闭 的 肽 及 蛋白 ; OF 
定 由 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (2-DE) 分 离 得 到 的 蛋白 ; OBIE DNA 序列 据 ; 由 克隆 
实验 ; @ 表 征 重组 蛋白 。 现 已 发 展 出 了 用 于 C 端 序列 分 析 的 化 学 方法 (SiR DL Inglis 
1991)。 然 而 还 没有 任何 一 种 方法 的 结果 能 与 进行 N 端 序列 分 析 的 Edman 化 学 降解 法 
(Edman 1976) 相 比 。 在 进行 C 端 序列 分 析 的 实验 中 ， 经 常会 使 用 羧 肽 酶 ， 通 过 鉴定 得 
到 的 游离 氨基 酸 或 用 质谱 测定 切割 所 得 的 肽 链 来 进行 分 析 。 由 于 基质 辅助 激光 解吸 / 电 
离 质谱 (MALDI 质谱 ) (Hillenkamp 1991) 具有 高 灵敏 度 (fmol ~ pmol KF) 而 且 不 易 受 


羧 肽 酶 P AY 


C 端 截 短 的 肽 
MALDI-MS 


图 20.1 羧 肽 酶 P 和 站 降解 与 MALDLMS 
结合 测定 羧 端 序列 的 流程 图 。 


多 种 缓冲 液 的 影响 ， 因 而 在 对 由 酶 解 所 得 
到 的 多 肽 混合 物 进行 研究 时 ， 它 是 理想 的 
工具 (Henzel 1993)。 羧 肽 酶 对 不 同 的 氨基 
酸 及 不 同 肽 键 具 有 不 同 的 作用 效果 《综述 
见 Breddam 1986)。 在 羧 肽 酶 立 及 羧 肽 酶 了 
共同 作用 下 ， 于 水 解 后 的 不 同时 间 用 MAL- 
DI- MD 样品 的 质量 ， 即 可 得 到 多 种 氨基 本 
的 C 端 切割 肽 (AA 20.1) (Thiede 1995)。 
肽 质量 指纹 法 (peptide mass fingerprint- 
ing) 是 鉴定 蛋白 的 有 力 工 具 ， 尤其 是 那些 
来 源 于 双向 电泳 的 。 然 而 确定 的 鉴定 有 时 
是 很 复杂 的 。 在 不 使 用 更 多 材料 的 前 提 下 ， 
对 由 微量 HPLC 方法 分 离 的 肽 ， 用 羧 肽 酶 
及 YY 进行 针对 划 子 的 处 理 ， 并 用 MALDI - 
MS 质谱 在 酶 解 前 后 进行 质谱 的 测定 ， 可 使 


这 种 方法 更 加 可 靠 。 这 种 方法 可 用 于 和 蛋白质 的 鉴定 ， 特 别 是 当 材 料 很 少 ， 其 他 低 灵 敏 度 


的 方法 无 能 为 力 时 ， 该 法 尤为 适用 。 
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200.2 4 #8 
仪 器 

基质 辅助 的 激光 解吸 电离 质谱 仪 ， 如 FISONS Instruments TofSpec (Manchester, UK) 
it 剂 


一 基质 1: 50 mmol/L a - 氰 - 4 -羟基 肉桂 酸 (Sigma, Deisenhofen, 7), 50% Z iif 
(Mark, Darmstadt, Germany), 50% 的 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 ， (Merck，DarmStadt， 
Germany ) 。 

一 基质 2: 50mmol/L, a--4-#RA AER, 99% 5B (Merck, Darmstadt, 7H), 10% 
的 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 。 

一 降解 缓冲 液 : 10mmol/L 柠檬 酸 钠 (pH5.0) ， 羧 肽 酶 P RABY ( 均 为 序列 分 析 级 ， 
Boehringer-Mannheim, Mannheim, #4). 


20.3 试 验方 法 
次 肽 酶 P 及 立 酶 解 的 时 间 监 测 


1) 将 样品 溶 于 8 由 水 解 缓冲 液 中 。 
注意 : 应 该 同时 使 用 控制 肽 (如 40pmol P 物质 ，Bachem，Heidelberg，Germany) 以 保证 羧 肽 酶 的 质量 ， 并 检查 质 
谱 仪 基 准 。 

2) 在 8 个 试管 中 分 别 加 入 1.2 由 基质 1。 

3) 加 0.8 则 样品 溶液 到 8 个 管 中 之 一 试管 中 。 

4) 将 1.0ul 羧 肽 酶 Y FUP (1:1) 加 入 样品 溶液 中 ， 酶 与 样品 的 比例 为 1: 50 (重量 之 
Hos 

5) 分 别 在 酶 解 后 的 1，2，5，10，15，30，60 分 钟 分 别 取 0.8 岂 水 解 混合 物 样 品 ， 将 每 
次 取 的 试 样 分 别 加 入 含有 基质 !1 的 试管 。 
注意 : pH (ADF 2 的 基质 1 可 作为 终止 溶液 。 

6) 将 各 混合 物 2 岂 加 在 靶子 上 。 
注意 : 加 到 靶 上 的 量 可 随 靶 的 大 小 不 同 而 不 同 . 

7) 风干 后 将 靶子 引入 质谱 仪 内 。 

8) 记录 8 个 样品 的 质谱 。 

9) 把 所 得 质谱 进行 比较 并 计算 出 从 质谱 最 高 的 〈 起 始 肽 ) 到 最 低 的 差别 ， 从 质谱 的 差 
别 中 可 以 测定 从 C 端 切 割 下 来 的 氨基 酸 (甘氨酸 $S7.1， 丙 氨 酸 71.1， 丝 氨 酸 87.1, 
AZAR 97.1, BRAM 99.1， 苏 氨 酸 101.1， 半 胱 氨 酸 103.2， 亮 氨 酸 113.2, FRA 
酸 113.2， 天 冬 酰 胺 114.2， 天 冬 氨 酸 115.1， 谷 氨 酰 胺 128.1, MAM 128.2, FA 
酸 129.1， 甲 硫 氨 酸 131.2, AAR 137.2， 葵 两 氨 酸 147.2， 精 氨 酸 156.2, KAR 
163.2, Alf. AM 186.2 )。 
注意 : 竞 氨 酸 / 异 亮 氨 酸 和 谷 氨 酰 氨 / 赖 氨 酸 间 的 区 别 不 能 通过 MALDI 质谱 得 出 ， 某 些 氨基 酸 之 间 的 区 别 则 依 

e O14 « 


赖 于 质谱 测定 的 精密 度 。 
在 靶子 上 羧 肽 酶 P、Y 的 水 解 


1) 将 1.0 由 基质 2 加 于 靶子 上 。 
ER: 对 不 同 的 疲 子 所 加 入 基质 2 的 量 应 选择 合适 ， 最 多 干燥 10 (Vomet al. 1994). 
2) 将 样品 溶 于 0.8w 0.1% 的 三 氟 乙 酸 中 ， 并 将 它 放 在 靶子 上 的 干燥 基质 上 。 
注意 : 同时 应 加 入 一 控制 肽 (如 Spmol P 物质 ) 以 确认 羧 肽 酶 的 质量 及 检查 质谱 仪 是 否 校准 。 
待 测 样品 干燥 以 后 ， 将 2.0 风 水 置 于 样品 之 上 ， 并 立即 将 水 吹 走 (如 用 压缩 空气 ) 
以 冲洗 样品 。 
4) 将 干燥 的 靶子 导 人 质谱 仪 内 。 
5) 记录 质谱 。 
注意 : 如 无 信号 出 现 ， 则 重复 步骤 3，4。 
6) 将 靶子 从 质谱 仪 中 取出 。 
7) ¥ 0.8ul AKA PAL Y (1:1) 加 于 靶子 的 样品 之 上 并 使 其 〈 自 然 ) 干燥 ， 酶 同 底 
物质 量 之 比 约 为 1 : 50. 
重复 步骤 3 两 次 。 
注意 : 如 果 质 谱 出 现 了 许多 钠 加 合 物 的 液 峰 ， 则 冲洗 步骤 应 该 再 次 重复 。 
9) 干燥 后 靶子 导入 质谱 仪 内 。 
10) 记录 质谱 。 
ll) 计算 出 从 质谱 最 高 的 〈( 母 肽 ) 到 最 低 的 差别 ， 从 质谱 的 差别 中 可 以 确定 C 端 切割 下 
来 的 氨基 酸 (质谱 差异 如 上 )。 
注意 : 在 许多 情况 下 ， 质 谱 会 记录 下 钠 加 合 物 的 波形 。 


20.4 结果 与 评论 


羧 肽 酶 P、_Y 水 解 了 物质 (1347.5Da) 的 时 间 监 控 质 谱 见 图 20.2。 在 水 解 后 的 1 分 
钟 ， 可 以 测 知 四 个 切割 肽 的 质谱 (图 20.2A)， 在 羧 肽 酶 保湿 5 分 钟 后 ， 又 可 观测 到 另 
一 质量 〈 图 20.2B)， 在 1 小 时 内 没有 进一步 的 降解 发 生 。 质 量 从 最 高 到 最 低 的 差 值 分 
别 为 130.3 (Met), 113.1 (Leu/Ile), 57.2 (Gly), 147.1 (Phe) 及 275.3 (Phe + Gln/Phe 
+ILys)。 所 测 得 的 质量 为 754 HUSK AUER SS, FEO, eS BY 
引起 的 质量 之 差 可 以 确定 顺序 未 知 的 氨基 酸 。 

在 用 在 靶 上 的 羧 肽 酶 水 解 结 蛋白 414 ~ 427 (1649.6u) 之 前 (图 20.3A) 及 之 后 〈 图 
20.3B) 进行 质谱 分 析 ， 这 样 便 可 测定 C 末 端的 三 个 氨基 酸 ， 钠 加 合 物 (+22n) 的 质量 
从 最 高 至 最 低 的 质量 逐次 为 136.4 (Arg), 146.9 (Phe) 及 114.2 (Asn), MAM OME 
白 进行 双向 凝 胶 电 泳 而 分 离 得 到 的 结 和 蛋白 (desmin) 片段 (Jungblut 1994) ， 将 蛋白 印迹 
到 PVDF 膜 上 ， 用 胰 蛋 白 酶 水 解 后 ， 将 多 肽 从 膜 上 洗 脱 下 来 ， 再 用 微 孔 HPLC 进行 分 离 ， 
肽 的 质量 指纹 分 析 及 C 端 序 列 信息 毫 无 疑问 地 证 实 了 该 蛋白 为 结 蛋 白 。 
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20.5 疑难 解析 


。 酶 解释 放 不 同 的 氨基 酸 差 别 很 大 ， 有 时 根本 就 不 能 酶 解 。 

。 有 时 可 能 会 发 生 内 部 切割 释放 二 肽 。 

。 如 果 水 解 过 快 最 先 释 放 的 氨基 酸 可 能 测 不 到 ， 在 这 种 情况 下 ， 另 取 一 新 样品 ， 在 较 
低温 度 下 重复 做 实验 〈 如 10Y )。 在 进行 时 间 监 测 的 试验 时 ， 还 应 另外 增加 两 个 取样 
点 : 一 个 是 加 入 羧 肽 酶 后 立即 取样 ， 一 个 是 30 秒 之 后 。 

。 水 解 氨基 酸 有 时 会 很 慢 。 在 进行 时 间 监 控 的 试验 时 ， 剩 余 的 样品 〈3.4 由 ) 可 以 在 高 
a F (4037) 酶 解 更 长 的 时 间 。 对 划 子 上 的 样品 进行 较 长 时 间 酶 解 时 ， 可 通过 增 
加 羧 肽 酶 溶液 的 体积 如 (Qul) 来 达到 。 
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生物 大 分 于 的 结晶 
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描述 关于 某 一 特定 蛋白 或 核酸 蛋白 复合 物 的 结晶 条 件 ， 对 打算 结晶 完全 不 同 的 分 子 
或 从 不 同 生 物体 中 提取 出 的 同 源 蛋 白 而 言 意 义 不 大 。 因 此 本 章 的 重点 放 在 结晶 的 一 般 原 
则 及 一 些 有 关 生 物 大 分 子 的 来 源 、 分 离 技 术 及 结晶 条 件 的 实用 技术 。 

人 们 一 般 认 为 “蛋白 的 晶体 生长 是 一 门 艺 术 而 非 科 学 ”， 这 可 追溯 到 早期 的 结构 生 
物 学 ， 那 时 ， 在 研究 上 着 重 于 发 展 X 射 线 技术 而 不 是 去 理解 结晶 的 过 程 ， 这 可 能 是 形 
成 上 述 看 法 的 原因 之 一 。 这 影响 了 研究 的 进程 ， 以 臻 最 近 才 有 人 致力 于 将 蛋白 晶体 的 生 
长 变 为 一 门 科学 (Feher and Kam 1985). 

生物 大 分 子 的 晶体 学 研究 有 利于 现代 生物 化 学 及 分 子 生物 学 的 建立 。 这 些 研 究 揭示 
了 结构 与 功能 的 关系 ， 是 理解 酶 、 核 酸 或 它们 与 蛋白 形成 的 复合 物 是 怎样 在 生物 体系 内 
发 生 作用 的 基础 。 要 想 能 运用 这 种 强 有 力 的 方法 ， 就 必须 有 高 质量 的 晶体 〈 如 应 适合 于 
结构 分 析 及 X 射线 晶体 学 研究 ) ， 然 而 要 获得 高 质量 的 晶体 仍 存在 问题 。 

从 物理 学 的 观点 来 看 ， 唱 体 是 分 子 或 分 子 集合 有 规则 的 三 维 阵列 。 理 想 的 晶体 可 视 
为 完美 排列 的 无 穷 无 尽 的 重复 。 晶 体 中 的 非 对 称 单 元 (晶体 的 构件 )， 以 确定 的 三 维 方 
式 精确 地 排列 。 然 而 实验 所 得 的 晶体 是 有 限 的 且 排 列 也 不 完全 有 序 。 

时 至 今日 , 小 分 子 结晶 在 理论 及 实践 上 大 都 弄 清 楚 了 。 在 过 去 的 十 年 中 ， 人 们 努力 
将 这 些 研 究 深入 到 生物 大 分 子 中 ， 以 合理 应 用 这 种 方法 进行 生物 大 分 子 的 结晶 (Durbin 
and Feher 1990; Ihibault et al. 1992) 。 然 而 生物 大 分 子 的 结晶 过 程 仍 经 常 是 不 能 重复 也 不 
可 预测 的 。 实 际 上 , 非 重复 性 及 不 可 预测 性 同 生物 大 分 子 组 装 的 复杂 程度 似乎 直接 相关 。 


21.2 用 于 结晶 的 生物 六 分 椰 


在 结晶 过 程 中 ， 获 得 足够 量 的 高 纯 生 物 大 分 子 (通常 为 几 毫 克 ) 是 个 关键 问题 ， 然 
而 用 于 结晶 的 生物 分 子 在 野生 型 的 细胞 中 其 含量 通常 较 少 。 在 许多 情况 下 ， 这 个 问题 可 
采用 基因 工程 得 以 解决 。 在 细菌 或 真 核 生 物 中 进行 克隆 及 过 量 表达 ， 从 而 使 我 们 能 够 得 
到 足够 量 的 蛋白 (Bugg 1986)。 即 使 仔细 考虑 了 所 用 的 表达 系统 ， 但 有 些 在 大 肠 杆菌 中 
表达 的 真 核 蛋 白 仍 不 能 正确 折 亚 ， 甚 至 更 糟 的 是 表达 的 蛋白 可 能 不 溶 。 某 些 情 况 下 可 通 
过 蛋白 突变 ， 增 加 其 溶解 度 来 解决 〈(Schulze et al. 1994). 
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生物 材料 的 来 源 


在 过 去 的 几 年 中 ， 人 们 和 逐步 意识 到 从 极端 型 细菌 中 分 离 到 的 酶 或 核酸 蛋白 复合 物 与 
从 中 温 型 细菌 及 真 核 生 物 中 分 离 到 的 同 源 物 相 比 较 ， 其 稳定 性 较 好 。 极 端 型 细菌 是 指 生 
长 在 极端 的 环境 条 件 之 下 〈 如 高 温 及 高 盐 ) 的 细菌 ， 例 如 Thermus thermophilus 其 最 佳 生 
长 温度 为 73\ ; 一 种 嗜 盐 型 的 古 细菌 Haloarcula marismortui 其 细胞 内 钾 离 子 浓度 为 4mol/ 
L。 这 些 情况 促使 人 们 更 加 注意 从 极端 细菌 中 获取 结晶 用 的 蛋白 《迄今 为 止 ， 取 得 了 很 
好 的 结果 )。 因 此 生活 在 极端 环境 条 件 之 下 的 Bacillus stearothermophilus, Thermus ther- 
mophilus 及 古 细 菌 时 常 成 了 研究 结构 所 用 大 分 子 的 来 源 ， 从 这 些 生物 体 中 所 获得 的 晶体 
其 数量 明显 增多 可 说 明 这 一 点 〈 据 生物 大 分 子 晶 体 数据 库 报道 ， 其 网 址 为 htp: /Wibm4 . 
carb. nist. gov: 4400/bmcd/bmcd，html; 也 见于 Gilliland. et al. 1994)。 


21.3 生物 大 分 子 的 纯化 及 处 理 


生物 大 分 子 的 纯化 、 处 理 、 稳 定 化 及 保存 是 结 唱 前 的 必要 步 又。 生物 大 分 子 的 纯化 
方法 因 其 性 质 和 稳定 性 不 同 而 差别 很 大 。 适 宜 的 纯化 方法 主要 与 分 子 自身 的 性 质 有 关 。 
在 多 数 情 况 下 ， 纯 化 方案 的 改进 及 发 展 是 通过 不 断 的 实验 一 失败 一 再 实验 而 实现 的 。 理 
想 的 ， 结 唱 前 的 纯化 步骤 不 应 超过 3 ~ 4 步 层 析 步 又 ， 因 为 在 纯化 过 程 中 活性 会 部 分 形 
失 ， 从 而 使 微弱 的 不 均匀 性 增加 ， 以 致使 结晶 的 倾向 性 降低 (SBR FC). Ke Phy 
小 心 避免 蛋白 酶 或 核酸 酶 的 共 分 离 (Lonber and Giegé 1992) 。 在 层 析 过 程 中 ， 应 注意 避 
开 可 能 使 蛋白 不 可 逆 地 去 折 友 。 作 为 一 般 规 则 ， 尿 素 及 其 他 变性 剂 的 步骤 通常 均 应 避 
免 。 结 唱 用 的 生物 大 分 子 其 来 源 往往 决定 着 纯化 的 方法 。 例 如 在 大 肠 杆菌 中 表达 过 量 的 © 
嗜 热 生 物 的 蛋白 ， 可 以 在 60 ~ 70% 加 热 1 小 时 来 使 其 同 大 肠 杆菌 中 的 其 他 蛋白 分 离开 。 
在 这 种 情形 下 ， 嗜 热 菌 的 蛋白 仍 保持 在 溶液 中 而 大 肠 杆菌 中 的 蛋白 却 倾向 于 聚集 、 沉 淀 
(Desai and Pfaffle 1995). 

大 分 子 结晶 前 的 处 理 及 保存 必须 小 心 进行 以 避免 损伤 或 失 活 。 因 此 这 些 大 分 子 应 保 
存 于 性 质 与 其 胞 内 环境 相近 的 溶剂 中 。 由 此 可 见 ， 对 于 每 种 大 分 子 必 须 选 择 其 最 佳 缓冲 
液 〈 如 Hepes, H pK 值 受 温 度 的 影响 很 小 )、pH、 离 子 强 度 、 还 原 剂 (如 DIT, DTE, 
2 -和 琉 基 乙 醇 等 )。 

一 旦 大 分 子 已 被 纯化 ， 我 们 应 该 注意 到 进行 结晶 研究 所 要 求 的 纯度 标准 与 通常 的 有 
所 不 同 。 当 论 及 “结晶 级 ”的 纯度 时 ， 所 研究 的 蛋白 不 仅 要 与 无 关 的 大 分 子 、 不 需要 的 
小 分 子 分 离 ， 而 且 它 们 在 构象 上 也 应 尽 可 能 保持 均一 。 换 句 话说， 由 于 微小 的 不 均一 性 
是 导致 晶体 的 衍射 能 力 降低 的 主要 原因 之 一 。 因 而 要 想得到 高 质量 的 生物 大 分 子 唱 体 ， 
就 应 让 结晶 用 的 初始 物 不 仅 要 纯 而 且 还 要 是 单一 构象 的 均一 群体 (Lorer and Giegé 
1992)。 修 饰 反应 〈 如 磷酸 化 ， 乙 酰 化 ， 甲 基 化 等 ) 往往 使 蛋白 形成 异 构 体 ， 并 影响 其 
等 电 点 。 虽 然 传 统 的 层 析 技 术 不 能 分 离 这 些 异 构 体 ， 但 可 运用 一 种 带 有 等 电 膜 (其 pH 
值 可 自 定 ) 的 小 盒子 来 分 离 这 些 异 构 体 (Hoffer Pharmacia Biotech Inc)， 这 种 技术 叫做 
PrIME 技术 ， 可 构建 pH 差异 仅 为 0.01 的 膜 ， 运 用 这 种 方法 已 使 表皮 生长 因子 受 体 的 异 
构 体 中 得 到 的 晶体 质量 大 为 改善 。 


* .3 


21.4.4 aa 


如 上 所 述 ， 要 想 解 析 某 一 生物 大 分 子 的 结构 ， 其 先决 条 件 是 得 到 高 分 辩 率 的 晶体 。 
然而 生物 大 分 子 草 体 很 难 生 长 ， 而 且 所 得 晶体 一 般 很 小 ， 而 且 唱 体 易 碎 并 对 外 界 环境 很 
敏感 。 

当 进 行 生 物 大 分 子 〈 蛋 白质， 核酸 ， 核 糖 核酸 蛋白 复合 体 及 病毒 等 ) HAN, 
先 应 形成 一 种 在 热力 学 上 处 于 亚 稳 状态 的 过 饱和 溶液 。 一 旦 结晶 过 程 开 始 ， 系 统 便 向 平 
衡 方向 移动 。 唱 体 的 大 小 与 过 饱和 的 程度 、 核 形成 及 生长 的 动力 学 途径 有 关 (Arakawa 
and Timasheff 1985$) 。 通 常 可 以 区 分 为 三 个 不 同 的 阶段 : @ 形 成 稳定 的 唱 核 ; OHM 
长 成 晶体 ; @@ 生 长 结束 。 我 们 必须 注意 到 最 适 的 成 核 条 件 与 晶体 生长 条 件 并 不 一 定 相 
同 。 人 们 往往 假定 一 旦 微 晶 生成 就 应 让 其 照旧 生长 下 去 。 然 而 微 晶 一 旦 形成 往往 就 意味 
着 应 该 改变 条 件 以 更 适合 其 生长 (Mcpherson 1991). 


结晶 方法 


现 有 许多 方法 来 获得 生物 大 分 子 的 晶体 。 最 常见 的 方法 是 基于 气相 平衡 或 透析 。 最 
近 有 人 尝试 使 结晶 过 程 自动 化 〈 或 至 少 用 于 筛选 正确 的 条 件 )， 这 些 方法 大 都 使 用 批量 
结 唱 法 (Chayen et al. 1990)， 这 需要 一 种 商业 化 的 结晶 自动 化 仪 〈 机 器 人 ) (Douglas In- 
struments, London, Great Britain) 。 

微量 结晶 法 的 原理 是 蒸气 扩散 ， 它 最 初 用 于 tRNA 的 结晶 ， 如 今 已 是 生物 大 分 子 结 
aa PEAR AT IZ AK. RHA CRA, BK, WA 21.1) 的 优点 之 一 是 只 
使 用 极 微小 量 的 液体 〈 即 极 少量 的 蛋白 )。 在 一 个 典型 的 试验 中 ,， 液 滴 〈 约 S~ 10 风 ) 含 
有 要 结晶 的 大 分 子 物 质 、 适 当 的 缓冲 液 、 结 唱 剂 及 其 他 添加 剂 ， 与 池 液 处 于 平衡 状态 ， 
池 液 体积 往往 是 液 滴 的 100 倍 。 在 池 液 中 除 不 含有 大 分 子 物 质 外 其 他 物质 与 液 滴 相 同 ， 
通常 含有 两 倍 浓 液 的 结晶 剂 。 在 达 平衡 的 过 程 中 ， 挥 发 性 物质 OKRA) 的 扩散 
不 断 进 行 ， 直 到 液 滴 的 蒸汽 压 与 池 液 的 相等 为 止 。 在 该 过 程 中 发 生 的 体积 变化 使 结 唱 剂 
的 浓度 升 高 ， 这 很 有 可 能 导致 过 饱和 及 随后 的 结晶 。 一 般 这 些 试验 在 Limbro 盒 中 进行 ， 
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在 通常 情况 下 这 种 塑料 盒 用 于 细胞 培养 。 每 一 平板 上 共计 有 24 个 小 池 ， 每 一 小 池 的 体 
积 约 为 2ml。 例 如 在 悬 滴 法 中 蛋白 液 置 于 一 盖 玻 片 之 上 ， 小 池 边 用 硅胶 涂 好 ， 然 后 将 置 
有 液 滴 的 盖 片 翻转 过 来 ， 将 小 池 密 闭 好 。 在 这 种 情况 下 ， 液 滴 “ 悬 ”于 池 液 之 上 。 一 且 
系统 密闭 完毕 ， 平 衡 过 程 就 开始 了 。 


结晶 剂 


对 任何 结晶 方法 来 说 ， 尤 其 是 生物 分 子 的 结晶 ， 选 用 正确 的 结晶 剂 是 关键 性 的 步 
又 。 从 1557 个 (100%) 已 报道 的 生物 分 子 唱 体 来 说 (Gilliland et al. 1994) ， 最 为 常用 


”的 结晶 剂 为 硫酸 贸 ( 占 40% ) ， 接 下 来 是 聚 乙 二 醇 (PEC) (30% ) ， 磷 酸 盐 占 15%, A 


机 溶剂 (如 2- 甲 基 -2，4 -成 二 醇 ) 占 10% ， 小 分 子 量 的 醇 类 占 9% 。 在 很 多 情况 下 ， 
同时 使 用 不 止 一 种 结晶 剂 。 

在 结晶 过 程 中 往往 使 用 高 浓度 的 结晶 剂 ， 因 而 在 试验 中 应 使 用 高 纯度 的 商品 化 试 
剂 ， 这 一 点 是 很 重要 的 。 另 一 方面 这 些 物质 也 可 通过 某 些 成 熟 的 技术 进行 再 纯化 ， 如 : 
重 结晶 〈 适 于 硫酸 铵 及 PEG); HEM; 蒸 馅 或 层 析 〈 适 于 2- 甲 基 -2，4 -成 二 醇 情况 
下 ) (Lorber and Giegé 1992). 


影响 结晶 的 因素 


影响 大 分 子 晶 体形 成 的 一 些 因素 包括 : pH 值 、 温 度 、 离 子 强度 、 大 分 子 物 质 及 沉淀 
剂 的 浓度 。 其 他 一 些 因素 也 有 影响 , 这 其 中 包括 : 纯度 、 添 加 剂 、 大 分 子 物 质 的 来 源 、 细 
菌 及 真菌 所 引起 的 污染 程度 、 大 气压 、 金 属 离子 、 振 动情 况 、 样 品 体积 、 氧 化 -还 原 环境 、 
电磁 场 、 研 究 者 的 处 理 方法 、 灰 尘 的 出 现 及 去 污 剂 〈Giegg and Ducruix 1992)。 当 然 在 实际 
中 不 可 能 对 所 有 这 些 不 同 的 因素 加 以 调控 ,也 不 可 能 在 研究 某 一 未 结晶 过 的 大 分 子 时 逐 
一 检测 每 一 个 因素 ,实际 运用 中 是 多 因素 的 , 即 许多 条 件 同时 进行 检验 。 


结晶 的 策略 


“正确 ”的 组 合 各 因素 方 可 获得 晶体 ， 特 别 是 对 一 种 新 的 大 分 子 要 想 找 到 一 种 先 验 
性 的 结晶 方法 是 极为 困难 的 。 使 用 不 完全 组 合 设计 的 结晶 试验 可 作为 寻找 晶体 生长 条 件 
的 方法 之 一 。 采 用 因子 设计 ， 对 于 通过 较 少 的 试验 来 进行 较 大 规模 的 条 件 筛 选 是 很 重要 
的 。 从 这 些 试验 中 人 们 还 可 以 了 解 到 诸多 因素 中 的 主要 因素 及 它们 之 间 的 相互 关系 
(Carter 1992) 。 另 一 种 获得 新 大 分 子 唱 体 的 常用 方法 是 用 Jancarik 及 Kim (1991) 提出 的 
“ 稀 朴 矩阵 ”进行 筛选 。 这 种 方法 使 用 了 一 系列 结晶 试剂 ， 共 计 48 HA. RAKE 
阵 不 是 不 完全 组 合 方法 ， 然 而 它 可 以 反映 出 使 用 不 同 结晶 剂 的 分 布 情 况 来 。 也 即 是 说 ， 
这 个 和 矩阵 偏向 于 已 知 的 大 分 子 结晶 条 件 ， 是 从 中 筛选 出 来 的 。 在 进行 结晶 条 件 的 初次 得 
选 时 ， 这 48 种 条 件 的 溶液 可 以 买 到 (Hampton Research，Inc)。 我 们 必须 注意 到 这 并 不 
能 保证 获得 晶体 。 尽 管 如 此 ， 如 果 没 有 获得 晶体 ， 所 得 到 的 溶解 情况 也 是 有 用 的 。 我 们 
可 以 在 得 到 沉淀 的 条 件 附 近 进 行 调整 来 进行 再 筛选 。 
寻找 衍生 物 


一 旦 生成 衍射 良好 的 晶体 ， 获 得 它 的 相位 信息 又 成 为 了 下 一 个 关键 问题 。 在 获得 相 
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位 信息 的 方法 中 ， 现 在 使 用 最 为 广泛 的 是 同 唱 置换 法 ， 即 让 大 分 子 与 重 原子 形成 共 晶 
(或 浸泡 晶体 )。 进 行 结 构 研 究 时 ， 将 重 原子 导 人 晶体 中 并 使 其 与 原来 未 被 修饰 的 “天 
然 ” 品 体 保持 唱 型 一 致 是 其 先决 条 件 。 衍生 物 ” 唱 体 的 生长 条 件 与 天 然 晶 体 的 生长 条 
件 可 能 有 很 大 差别 。 在 用 重 原 子 溶 液 浸泡 晶体 时 ， 必 须 找到 适 于 浸泡 过 程 及 处 理 浸 泡 后 
an AAI ATE 


21.5 与 结 晶 相 天 的 数据 收集 方面 的 进展 


收集 数据 时 运用 冷冻 技术 是 减少 研究 结构 所 需 材料 方面 所 取得 的 重大 进展 。 这 种 方 
法 极 大 地 降低 了 晶体 的 辐射 损伤 。 这 样 从 一 个 晶体 中 便 可 收集 到 一 整套 数据 (Hope et al. 
1989)。 另 一 经 常 遇 到 的 问题 是 晶体 的 大 小 还 不 足以 进行 结构 分 析 。 现 在 运用 高 强度 的 同 
步 辐射 已 至 少 部 分 解决 了 这 个 问题 -可 有 效 的 照射 小 至 $0um 的 晶体 (Lattmann 1994)。 


21.6 ADS RAMANA 


研究 较 大 的 生物 大 分 子 唱 体 非 常 困难 ， 尤 其 是 那些 唱 胞 非常 大 的 晶体 。 由 于 这 些 装 
配 体 中 有 大 量 的 原子 存在 ， 在 衡 射 面 上 有 更 多 的 反射 波 需要 测量 ， 而 且 它 们 分 布 得 很 
近 。 第 一 个 通过 晶体 学 解析 的 巨大 的 大 分 子 结构 是 二 十 面体 病毒 (icosahedral viruses)。 
然而 ， 在 该 情况 下 ， 病 毒 的 高 对 称 性 减轻 了 上 述 的 某 些 困难 〈Lattmann 1994)。 另 一 极 
具 挑 战 性 的 已 结晶 的 结构 是 细菌 的 核糖 体 。 一 个 典型 的 细菌 核糖 体 分 子 量 约 为 230 万 ， 
含有 近 60 种 不 同 的 蛋白 和 三 种 长 度 及 组 分 不 同 的 RNA 链 。 不 巧 的 是 细菌 的 核糖 体 不 具 
有 任何 内 部 的 对 称 性 。 尽 管 如 此 ， 现 已 获得 了 整个 核糖 体 (70S) 及 两 个 亚 基 的 〈30S， 
50S) 的 晶体 。Haloarcula marismortui 的 50S 亚 基 已 获得 了 近 原 子 级 的 衍射 图 (2.9A) 
(Berkovitch-Yellin et al. 1992; Franceschi et al. 1993)。 最 近 在 获得 中 等 分 辩 率 的 结构 方 
面 已 取得 重大 进展 ， 采 用 将 核糖 体 唱 体 浸 于 含有 不 同 钨 簇 溶 液 中 的 方法 ， 现 已 获得 中 等 
分 辩 率 的 初步 电子 云 密度 图 (Franceschi et al. 1995)。 


( 郭 青 译 饶 子 和 校 ) 
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全 国 高 技术 重点 图 书 . 生物 技术 领域 


结构 生物 学 是 生命 科学 领域 又 一 个 新 的 研究 热点 ， 飞 速 发 展 的 蛋 
白质 结构 分 析 技 术 是 研究 蛋白 质 功 能 的 基础 。 随 着 蛋白 质 组 时 代 的 来 
临 ， 许 多 基因 组 分 析 留 下 的 悬而未决 的 问题 ， 可 能 通过 直接 的 蛋白 质 
的 技术 而 得 到 解决 。 本 书 涉 及 了 这 个 领域 最 新 、 最 灵敏 的 方法 。 这 些 
方法 和 技术 已 经 被 广泛 应 用 于 当今 从 事 制 药 、 生 物 医药 和 香 和 白质 测序 
的 生化 和 生物 工程 实验 室 。 
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